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RESUMEN GENERAL 
 
En Colombia el consumo de endulzantes con base en Stevia alcanza el 10% del 
mercado nacional, contra un 4% del mercado mundial (excluido Estados Unidos) y 
un 1% del mercado de Estados Unidos, de hecho el conocimiento de la Stevia del 
consumidor colombiano es muy superior al promedio latinoamericano (excluido 
Brasil). Las plantas tienen la capacidad de captar el CO2 atmosférico, mediante 
procesos fotosintéticos metabolizarlo para la obtención de azúcares y otros 
compuestos que requieren para el normal desarrollo de su ciclo vital. En general, se 
puede concluir que las plantas, a través de la fotosíntesis, extraen el carbono de la 
atmósfera (en forma de CO2) y lo convierten en biomasa. El objetivo del presente 
trabajo fue determinar los efectos de atmosferas enriquecido con CO2 sobre la 
fisiología de dos clones experimentales de Stevia, bajo la técnica de nutrición 
carbónica usada en países con presencia de heladas o bajas temperaturas, siendo 
adaptado a condiciones tropicales, dicho estudio se llevó a cabo en las instalaciones 
de la Facultad de Ciencias Agrícolas de la Universidad de Córdoba; Se utilizó un 
diseño completamente al azar con un arreglo factorial desbalanceado (AxBxC+2), 
se analizó mediante un análisis de varianza permutacional, para mayor precisión. 
Se evaluaron variables de fluorescencia de la clorofila, masa seca y área foliar. Los 
resultados  indicaron variaciones en la respuestas fisiológicas de las plantas de 
Stevia sometidas a altas concentraciones de CO2; la Fm´ presento un decaimiento 
en función del aumento en la concentración y el tiempo de inyección, 800 ppm 2 
horas, 1200 ppm a 1 y 2 horas de inyección respectivamente, indicando el mismo 
comportamiento en la relación Fv´/Fm´ lo cual indica que generar un aumento en la 
concentración de CO2 por encima de 800 ppm genera una condición de estrés y por 
ende una disminución en la eficiencia fotosintética de la planta, a excepción de la 
concentración de 800 ppm la cual no afecto dichas variables. La variación de los 
pigmentos fotosintéticos estuvo en función de la concentración de CO2, mostrando 
los mejores resultado a una concentración de 800 ppm de manera diferencial en el 
clon 04. La masa seca de hojas y área foliar se vieron afectados positivamente por 
el incremento del CO2 a 800 ppm con un periodo de 1 hora, siendo el clon 16 más 
eficiente en la acumulación de biomasa y área foliar. El aumento en la concentración 
a 1200 ppm tuvo repercusiones sobre las variables causando una disminución en la 
acumulación de biomasa  y eficiencia cuántica máxima de PSII para la especie.  
Palabras claves: Eficiencia, estrés, nutrición carbónica, fotosistema II 
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 GENERAL ABSTRACT 
In Colombia, the consumption of sweeteners based on Stevia reaches 10% of the 
national market, against 4% of the world market (excluding the United States) and 
1% of the United States market, in fact the knowledge of Stevia by the Colombian 
consumer it is much higher than the Latin American average (excluding Brazil). 
Plants have the ability to capture atmospheric CO2, metabolizing it through 
photosynthetic processes to obtain sugars and other compounds that they require 
for the normal development of their life cycle. In general, it can be concluded that 
plants, through photosynthesis, extract carbon from the atmosphere (in the form of 
CO2) and convert it into biomass. The objective of the present work was to determine 
the effects of atmospheres enriched with CO2 on the physiology of two experimental 
clones of Stevia, under the carbonic nutrition technique used in countries with the 
presence of frost or low temperatures, being adapted to tropical conditions. carried 
out in the facilities of the Faculty of Agricultural Sciences of the University of 
Córdoba; A completely randomized design was used with an unbalanced factorial 
arrangement (AxBxC+2), it was analyzed through a permutational analysis of 
variance, for greater precision. Fluorescence variables of chlorophyll, dry mass and 
leaf area were evaluated. The results indicated variations in the physiological 
responses of Stevia plants subjected to high concentrations of CO2; the Fm 
'presented a decline as a function of the increase in concentration and injection time, 
800 ppm 2 hours, 1200 ppm at 1 and 2 hours of injection respectively, indicating the 
same behavior in the Fv' / Fm 'ratio, which indicates Generating an increase in the 
CO2 concentration above 800 ppm generates a stress condition and therefore a 
decrease in the photosynthetic efficiency of the plant, except for the concentration 
of 800 ppm, which did not affect these variables. The variation of the photosynthetic 
pigments was a function of the CO2 concentration, showing the best results at a 
concentration of 800 ppm differentially in clone 04. The dry mass of leaves and foliar 
area were positively affected by the increase in CO2 at 800 ppm with a period of 1 
hour, being the clone 16 more efficient in the accumulation of biomass and foliar 
area. The increase in the concentration to 1200 ppm had repercussions on the 
variables causing a decrease in the accumulation of biomass and maximum 
quantum efficiency of PSII for the species. 
 
Keywords: Efficiency, stress, carbonic nutrition,  photosystem II 
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CAPITULO I 
INTRODUCCIÓN GENERAL 
1 INTRODUCCIÓN  
El género Stevia, es exclusivo del continente americano y se distribuye desde el 
sudeste de Estados Unidos hasta Argentina. Stevia (Stevia rebaudiana Bert.), es 
nativa del Norte de Paraguay, donde es utilizada por los indígenas nativos en la 
preparación de alimentos y como endulzante de tés (Dacome et al., 2005), debido 
a que sus principales propiedades son como edulcorante y medicinal. La 
información científica indica que la cantidad de los dos principales glucósidos, 
esteviósido y rebaudiósido A (Brandle y Telmer, 2007) dependen en gran medida 
del genotipo y las condiciones ambientales (Gardana et al., 2010).  
En sus hojas posee moléculas denominadas glucósidos de esteviol (GE), con poder 
edulcorante de hasta 300 veces más potente que la sacarosa (0,4% en volumen) y 
cuyo contenido puede variar entre un 4 y 20%, dependiendo del genotipo y de las 
condiciones ambientales y de cultivo (Geuns, 2003; Brandle y Telmer, 2007; 
Gardana et al., 2010). Tanto las hojas como los extractos se han utilizado por 
muchos años en Suramérica, en Asia y en diferentes Estados de Estados Unidos. 
En Brasil, en Corea y en Japón, el edulcorante refinado es oficialmente catalogado 
como bajo en calorías (Mizutani y Tanaka, 2002; Kim et al., 2002), su uso se ha 
incrementado dramáticamente en la primera década del siglo, debido a la conciencia 
que ha despertado el efecto de la sacarosa en la salud, en aspectos como caries 
dental, obesidad y diabetes, entre otros (Chatsudthipong y Muanprasat, 2009).  
La importancia de este nuevo edulcorante ha hecho que muchos agricultores 
busquen mejorar la producción de Stevia, razón por la cual se han incrementado las 
investigaciones sobre procesos de producción en vivero, para que las plántulas 
tengan características físicas y químicas similares, garanticen aumentos 
significativos en la relación de esteviósidos y rebaudiósidos que en ocasiones puede 
llegar a ser de 5:1, para ser competitivos en el mercado y estimular su 
producción(Moreno, 2012). La implementación de Stevia rebaudiana Bertoni como 
edulcorante natural generando conciencia de la preservación de la salud mundial, 
ha tomado una fuerte importancia Sin embargo, esto contrasta con la producción 
mundial de caña de azúcar, planta de la cual se extrae la sacarosa a base de caña 
de azúcar y otros edulcorantes artificiales, existe la necesidad de aumentar la 
producción de esta para cumplir con la demanda mundial tanto de la población con 
problemas de salud como aquella que quiere tener una vida saludable. 
 
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  
En Colombia el consumo de endulzantes con base en Stevia alcanza el 10% del 
mercado nacional, contra un 4% del mercado mundial (excluido Estados Unidos) y 
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un 1% del mercado de Estados Unidos, de hecho el conocimiento de la Stevia del 
consumidor colombiano es muy superior al promedio latinoamericano (excluido 
Brasil), por eso, actualmente se encuentran endulzantes con base en Stevia en 
supermercados, tiendas naturistas, restaurantes, hoteles y cafeterías donde se 
ofrecen como una opción para endulzar comidas y bebidas (Barriocanal, 2009). La 
demanda insatisfecha de la hoja de Stevia seca arroja resultados favorables para la 
comercialización de este producto, pero se asegura que con la aplicación de 
paquetes tecnológicos esta puede aumentar, pero que, debido al área sembrada 
actualmente, no pueden cumplir con este requerimiento. 
El desarrollo industrial alcanzado en nuestro planeta ha supuesto que la 
concentración de estos gases haya aumentado hasta un 30% desde el siglo pasado 
provocando que la propia naturaleza se encuentre limitada a la hora de equilibrar 
las concentraciones de dichos gases en la atmósfera lo cual ha causado el 
calentamiento global lo cual ha obligado a los productores implementar nuevas 
prácticas agrícolas. De todos estos gases, el CO2 cobra especial relevancia por su 
efecto sobre las condiciones climáticas del planeta, debido a que es un gas de larga 
permanencia, es decir, es un gas que permanece activo en la atmósfera durante 
mucho tiempo. Así, por ejemplo, del CO2 emitido a la atmósfera, sobre el 50% 
tardará 30 años en desaparecer, un 30% permanecerá varios siglos y 20% restante 
durará varios millares de años (Solomon et al., 2007). Las plantas tienen la 
capacidad de captar el CO2 atmosférico, mediante procesos fotosintéticos 
metabolizarlo para la obtención de azúcares y otros compuestos que requieren para 
el normal desarrollo de su ciclo vital. En general, se puede concluir que las plantas, 
a través de la fotosíntesis, extraen el carbono de la atmósfera (en forma de CO2) y 
lo convierten en biomasa. 
La producción de Stevia (Stevia rebaudiana Bert) toma importancia gracias a sus 
propiedades edulcorantes y esta entra en competencia comercial con otro tipo de 
edulcorantes como artificiales y a base de caña de azúcar, pero con una ventaja 
importante que este es natural y entra en el auge de implementación para la mejora 
y estabilidad de la salud mundial tratando a pacientes con diabetes y en persona 
que quieren llevar una vida saludable; pero contrasta en ámbitos de producción con 
los otros edulcorantes. La información científica indica que los mayores glucósidos 
de esteviol (GE) de la hoja son esteviósido (St: 5-10% del peso seco de la hoja), 
rebaudiósido A (RebA: 2-4%), rebaudiósido C (1-2%) y dulcósido A (0,4-0,7%). De 
éstos, Stevia (300 veces más potente que la sacarosa) y RebA (250-400 veces) son 
los que mayormente dominan el mercado de los GE (Chatsudthipong y Muanprasat, 
2009; Hearn y Subedi, 2006). 
Un análisis provisional reciente de los datos observacionales del  Greenhouse gases 
Observing Satellite (GOSAT) muestra (hasta enero de 2016), que la concentración 
media de CO2 observada verticalmente en toda la atmósfera exceden las 400 ppm 
(Ministry of the Environment et al., 2016). 
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La aplicación de dióxido de carbono (CO2), o fertilización carbónica, es una técnica 
agronómica utilizada de forma habitual para incrementar la producción y calidad de 
los cultivos bajo invernadero (Nerderhoff, 1984; Bakker y Van holsteinj, 1995; Urban, 
1997). Investigaciones muestran que en países de clima templado la necesidad de 
calefactar los cultivos en invernadero permite disponer de una fuente abundante y 
económica de CO2. Esto ha permitido constatar un claro incremento en el 
rendimiento y calidad tanto de los cultivos hortícolas como ornamentales.  
Se dice que el CO2 secuestrado por las plantas es el resultado de las diferencias 
entre el CO2 atmosférico absorbido durante el proceso de la fotosíntesis y el CO2 
emitido a la atmosfera durante la respiración. Esta diferencia es convertida en 
biomasa y suele oscilar entre el 45-50 % del peso seco de la planta (Forestación y 
Reforestación. Sumideros de Carbono (UNESA), 2005) según lo anterior, si se 
aumenta el CO2 en un ambiente controlado y le damos las condiciones óptimas a la 
planta esta diferencia puede ser mínima y la cantidad de CO2 secuestrado por la 
planta puede ser mayor, aumentaría de tal manera el porcentaje la biomasa en la 
planta. Teniendo en cuenta la importancia de la Stevia rebaudiana Bert como 
producto comercial aplicado a la mejora de la calidad de la salud en la población 
mundial y como fuerte competencia de los edulcorantes artificiales y a base de caña 
de azúcar, debido a que no se cuenta con información concreta del efecto del CO2 
sobre el incremento de la biomasa y el efecto en la fisiología en Stevia, se trata de 
estimular su crecimiento vegetativo incrementando las concentraciones de CO2 en 
el ambientes controlados, ver  el efecto de las diferentes concentraciones y tiempos 
de aplicación de CO2 y como estas afectan la fisiología de la Stevia rebaudiana Bert, 
la acumulación de biomasa la cual se ve reflejada en peso seco de la hoja (órgano 
de interés comercial) y como esta puede transformar esto en esteviosidos y 
rebaudiosidos, entre otras moléculas los cuales pueden repercutir positiva o 
negativamente en la calidad del órgano de interés que en este caso es la hoja; y de 
tal manera tomar el CO2 en la Stevia rebaudiana Bert como nutrición vegetal en ella; 
todo con el fin de hacerla más productiva y competitiva con respecto a los otros 
edulcorantes comerciales y sintéticos. 
Se pretende aumentar sus rendimientos bajo la técnica de atmosferas aumentadas 
con CO2 en ambientes protegidos (bioespacios). De lo anterior surgen los siguientes 
interrogantes ¿Se podrá aumentar la biomasa de la Stevia rebaudiana Bert en 
función al aumento del CO2 en el ambiente?  ¿Qué tanto afecta el incremento del 
CO2 en el ambiente la fisiología de la Stevia rebaudiana Bert y calidad de la hoja? 
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1.2 GENERALIDADES DE LA TEMÁTICA 
1.2.1 CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE Stevia rebaudiana BERTONI. 
Stevia rebaudiana Bertoni es una planta selvática subtropical del alto de Paraná, 
nativa del Noroeste de la provincia de Misiones, en el Paraguay donde era utilizada 
por los nativos del lugar como edulcorante y curativa. En el año 1899, por primera 
vez el sabio Moisés Santiago Bertoni tuvo posesión de algunas plantas por los 
nativos, indígenas del lugar, quien la cultivo y le dio su clasificación botánica en el 
año 1905 (Ministerio de agricultura, Paraguay 1996). 
 
Estevia es una planta obligada de días cortos con una duración crítica del día de 
aproximadamente 13 h y una extensa variabilidad dentro de las poblaciones (Valio 
y Rocha 1966). Las plantas pueden iniciar floración después de tener un mínimo de 
cuatro hojas verdaderas (Carneiro, 1990). Sumida (1980), en estudios genéticos de 
cruces dialélicos con 8 padres, encontró que el porcentaje de autopolinización fue 
entre 0 y 0.5%, mientras que los porcentajes de polinización cruzada fueron de 0.7 
a 68.7%, sugiriendo que existe alguna forma de auto incompatibilidad. La anatomía 
reproductiva de los gametofitos masculino y femenino es típica para las 
angiospermas (Shaffert y Chetobar, 1994). Estevia es diploide y tiene 11 
cromosoma apareados, lo cual es característico para la mayoría de los miembros 
suramericanos del género (Frederico et al., 1996). 
1.2.2 Descripción botánica. La Stevia rebaudiana pertenece a la familia 
Asteraceae, es una planta herbácea perenne, tallo erecto, sub-leñoso, pubescente; 
durante su desarrollo inicial no posee ramificaciones, tornándose multicaule 
después del primer ciclo vegetativo, llegando a producir hasta 20 tallos en tres a 
cuatro años; puede alcanzar hasta 90 cm de altura en su hábitat natural y en los 
trópicos puede llegar a tener alturas superiores a 100 cm. La raíz es pivotante, 
filiforme y no profundiza, distribuyéndose cerca de la superficie, La S. rebaudiana 
tiene hojas elípticas, ovales o lanceoladas, algo pubescentes; presentan disposición 
opuesta en sus estados juveniles, y alternas cuando las plantas llegan a su madurez 
fisiológica, previa a la floración. La flor es hermafrodita, pequeña y blanquecina; su 
corola es tubular, pentalobulada, en capítulos pequeños terminales o axilares, 
agrupados en panículas corimbosas (Guerrero, R. 2005). 
1.2.3 Importancia económica.  Según la FAO, el mundo consume anualmente en 
endulzantes (Eafit, 2004): 
– Azúcar (80 %): 135.000.000 t 
– Derivados Maíz (8 %): 13.500.000 t 
– Edulcorantes químicos (12 %): 20.250.000 t 
Los economistas estiman que, a mediano plazo que la Stevia podría participar del 
uno por mil del mercado de edulcorantes químicos, lo que equivaldría a 20.250 
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toneladas anuales que demandarían 202,500 t. de hojas secas. Según Eafit (2004), 
el mercado total de edulcorantes de alto poder y bajo contenido calórico, es 
equivalente a entre 12 a 15 millones de kg de esteviósido por año. La conquista de 
una pequeña fracción de este volumen, por el esteviósido, representaría cifras 
significativas. 
Teniendo en cuenta que los tres productos edulcorantes que dominan el mercado 
mundial, especialmente en los países occidentales, cuentan con serios 
cuestionamientos por sus propiedades nocivas para la salud, las posibilidades del 
esteviósido como sustituto de estos son buenas, presentando como su principal 
limitación la imposibilidad de provisión de materia prima en tan gran escala. 
Además, antes de entrar a competir en el mundo occidental industrializado, deberá 
pasar por todas las pruebas previas para su aprobación, especialmente por la Food 
and Drug Administration de Estados Unidos, el consumo de Stevia se concentra en 
Japón, Unión Europea, Estados Unidos, China y Australia. Las posibilidades de 
expansión están dadas en los actuales mercados de consumo, siendo Japón el país 
con mayores posibilidades de expansión del consumo. Se estima el consumo anual 
de esteviósidos en el Japón es de 50 toneladas año con un valor aproximado de 
$240 millones de dólares que realizado algunas transacciones comerciales con 
Colombia, Brasil (Mato Grosso do Sul) y Paraguay. La inclusión que hizo Gran 
Bretaña del producto en el manual de la Royal Pharmaceutical Society of Great 
Britain, así como la aprobación por la FDA como producto medicinal, son datos que 
demuestran la existencia de posibilidades en ambos mercados (Eafit, 2004). 
En Centroamérica, la población de diabéticos y personas con problemas de peso 
asciende a 3,5 millones de un total de 30 millones. Si se considera que el consumo 
promedio por persona es de 300 mg de Stevia como edulcorante por día, la 
demanda total del edulcorante se calcula en 1,050 kg por día. Si se llega a alcanzar 
un 20% de este mercado, se necesitarían aproximadamente 200 kg de esteviósidos 
al día. Por otra parte, al estimar como rendimiento promedio 2,500 kg de hoja por 
hectárea al año (se necesitan alrededor de 10 kg de hoja para producir 1 kg de 
esteviósidos), se propone sembrar alrededor de 292 hectáreas de Stevia para 
satisfacer tal demanda (Eafit, 2004). 
1.2.4 Fotosíntesis. La vida en la tierra depende en última instancia de la energía 
derivada del sol. La fotosíntesis es el único proceso biológico de importancia que 
permite el aprovechamiento de dicha energía. La fotosíntesis es el proceso por el 
cual las plantas, algunas bacterias, y ciertas algas, utilizan la energía de la luz solar 
para producir monosacáridos. Posteriormente estas moléculas se convierten, 
mediante la respiración celular, en ATP, el "combustible" utilizado por todos los 
seres vivos. Los científicos pensaban que las plantas obtenían sus componentes 
del suelo, pero Stephan Hales en 1727 sugirió que parte de su nutrimento proveía 
de la atmosfera y que la luz participaba de alguna manera en este proceso 
(Salisbury, 1994). 
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La magnitud de la fotosíntesis que se realiza sobre el planeta es asombrosa. Las 
estimaciones de la cantidad de carbono que se fija cada año van de 70.000 a 
120.000 millones de toneladas métricas. Como reacciones de oxidación que 
producen la energía de la que depende la vida, en la fotosíntesis participan 
oxidación y reducción; el proceso global es la oxidación del agua y una reducción 
del CO2 para formar compuestos orgánicos tales como el carbohidrato. En esta 
actividad participa la luz, la que se encarga de inducir la fotosíntesis en las plantas, 
cumpliendo con dos funciones básicas: primera, la planta recibe la energía en forma 
de fotones luz y la usa para producir nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
(NADP+) a NADPH en el cual se puede aceptar energía; y la segunda función, es 
proporcionar energía para la formación de ATP a partir de ADP y Pi (Lira, 1994). La 
conversión de la energía inutilizable de la luz solar en energía química utilizable, se 
asocia con la acción del pigmento verde llamado clorofila. La mayor parte del 
tiempo, el proceso de fotosíntesis utiliza el agua y libera el oxígeno que es 
absolutamente necesario tener para mantenerse con vida. Podemos escribir la 
reacción global de este proceso como: 
6H2O + 6CO2 ⇒ C6H12O6 + 6O2 
 
Como se deduce fácilmente, es un proceso a base de reacciones de óxido-
reducción, y en él se pueden distinguir dos etapas: 
a) Fase luminosa o de Blackman, en la que se da la captación y transformación 
de la energía luminosa en energía química (ATP) y poder reductor (NADH). 
Adicionalmente se produce oxígeno molecular, que se libera a la atmósfera. 
H2O + NADP+ + ADP + Pi ⇒O2 + NADPH + H+ + ATP 
Todos los organismos fotosintéticos, excepto las bacterias, utilizan el H2O como 
dador de electrones y de átomos de hidrógeno para reducir a varios aceptores 
electrónicos desprendiendo oxígeno molecular, como consecuencia del proceso. 
Las reacciones fotosintéticas que requieren luz se producen dentro de la membrana 
interna de los tilacoides, en el interior de los cloroplastos de las células 
fotosintéticas, presentes en las hojas de las plantas principalmente. 
b) Fase oscura o Ciclo de Calvin, en la que la energía química y el poder reductor 
obtenidos en la fase luminosa, se utilizan para transformar la materia inorgánica 
(CO2 y H2O) en orgánica (carbohidratos). Ocurre en el estroma de los tilacoides. 
H2O + CO2 + NADPH + H+ + ATP⇒ (C H2O)n + NADP+ + ADP + Pi 
En resumen, de la fase luminosa se puede establecer que las reacciones de 
oxidación fotoquímica del agua, llevadas a cabo en las membranas de los tilacoides, 
para generar electrones, protones y oxígeno molecular están acopladas a 
reacciones de síntesis de ATP y NADPH. Estos últimos compuestos serán utilizados 
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en las reacciones de reducción de CO2, llevadas a cabo en el estroma (fase soluble) 
de los cloroplastos. 
Durante mucho tiempo se creyó que las reacciones llevadas a cabo en el estroma 
eran independientes de la luz, por eso se les llamó reacciones de la fase oscura de 
la fotosíntesis. Hoy en día es más correcto referirse a ellas como reacciones del 
carbono en la fotosíntesis. El proceso de reducción del carbono es cíclico y se 
conoce como Ciclo de Calvin, en honor de su descubridor Melvin Calvin. Este ciclo 
fue descrito en primera instancia para las plantas C3 y se conoce también como ciclo 
de reducción de las pentosas fosfato. 
En el ciclo de Calvin se utilizan los compuestos energéticos producidos en la fase 
luminosa y mediante una secuencia de reacciones, se transforma CO2 y H2O en 
carbohidratos. Para que esto ocurra, en el interior del estroma debe haber moléculas 
de una pentosa fosfatada, la Ribulosa-5-P, que va a servir de base para la fijación 
del CO2. 
El ciclo de Calvin se puede dividir en tres fases: 
1. Fase de carboxilación, donde la Ribulosa-1,5- diP (Ru1,5diP o RuBP) reacciona 
con el CO2 y H2O para formar 3-fosfoglicerato (3-PG). 
2. Fase de reducción, donde el 3-PG se convierte en Gliceraldehído-3-fosfato 
(GAP), que puede irse a la síntesis de azúcares o a la Fase siguiente 
(regeneración). 
3. Fase de regeneración. Donde se regenera la Ru1,5-diP a partir de GAP. Antes 
de iniciar el ciclo, tiene que ocurrir la fosforilación de la Ribulosa-5-P (Ru5P) para 
formar Ru1,5diP. Esta reacción se efectúa simultáneamente (por la acción de la 
enzima fosforibulosa quinasa), sobre seis moléculas de Ru5P con el consumo de 
seis moléculas de ATP. Esto es para poder fijar las 6 moléculas de CO2, que a la 
postre darán una molécula de glucosa. El segundo paso es la reacción de 
carboxilación de la ribulosa-1,5-bisfosfato (Fijación del CO2) catalizada por la 
enzima Ribulosa bisfosfato carboxilasa oxidasa (RuBisCo) para formar un 
intermediario inestable de 6 carbonos (2-Carboxi-3-cetoarabinitol-1,5-bifosfato) el 
cual por medio de la misma enzima se hidroliza en dos moléculas de 3-PG. En la 
reacción 3, las 12 moléculas de 3-PG se nuevamente son fosforiladas por la acción 
de la enzima fosfoglicerato kinasa para formar 12 moléculas de 1,3-bifosfoglicerato 
(BPG). 
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1.2.5 Fijación fotosintética del carbono.  La asimilación del CO2 es un proceso 
cíclico e involucra la producción neta de triosas-P. Así, el ciclo Reductivo de las 
Pentosas Fosfato (CRPF) está presente en casi todos los organismos 
fotoautotróficos: plantas verdes, bacterias quimioautotróficas, y en la mayoría de las 
bacterias anoxigénicas. Las especies vegetales que utilizan esta vía como único 
mecanismo para fijar el CO2 se conocen como plantas C3 debido a que el 
mencionado ciclo también se conoce como ciclo C3.  
El ciclo C3 es un proceso autocatalítico que involucra 13 etapas, las cuales 
transcurren en el estroma de los cloroplastos de las células fotosintéticas, y que 
pueden ser agrupadas en tres fases: carboxilación, reducción y regeneración 
(Robinson. y Walker, 1981). La reacción de carboxilación es catalizada por la 
enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO) que combina a la 
molécula aceptora ribulosa- 1,5-bisfosfato (RuBP) con el CO2 (Andrews y Lorimer, 
1987). El compuesto resultante es inestable, generando dos moléculas de 3-
fosfoglicerato. En la fase reductiva, este compuesto es fosforilado y reducido para 
formar gliceraldehído-1,3-bisfosfato (3- PGAL) utilizando el ATP y el NADPH 
producidos en la fase luminosa de la fotosíntesis. La regeneración de la RuBP es la 
fase final del ciclo, y requiere ATP y diez de las trece enzimas involucradas en esta 
vía. La mayoría del 3-PGAL producido es utilizado para regenerar el aceptor inicial 
RuBP. Sólo una de cada seis moléculas es liberada del ciclo. Así, las triosas-P 
producidas son utilizadas para sintetizar almidón en los mismos cloroplastos o bien 
exportadas para generar sacarosa en el citosol, la cual es transportada a través del 
floema hacia los tejidos no fotosintéticos para ser utilizada como fuente de energía 
y/o almacenamiento (Ap Rees, 1984). La asimilación del CO2 puede resumirse de 
la siguiente manera: 
 
3 CO2 + 9 ATP + 6 NADPH + 5 H+ ⇒ C3H5O6P + 9 ADP + 8 Pi + 6 NADP + 3 H2O 
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1.2.6 La fotorrespiración. La RuBisCO también cataliza una reacción oxidativa 
entre la RuBP y el O2 que involucra la producción de 3-PGA y glicolato-2-P (Lorimer, 
1981). El O2 y el CO2 son muy similares, tanto en forma como en propiedades 
químicas, y compiten por el mismo sitio activo de la RuBisCO. A pesar de que la 
enzima posee mayor afinidad por el CO2 que por el O2, la concentración en el aire 
de O2 es mucho mayor que la del CO2. De esta manera, bajo condiciones 
fisiológicas, la actividad oxigenasa es un 20-30 % de la actividad carboxilasa. Sin 
embargo, a medida que la temperatura aumenta, el balance en el aire entre el O2 y 
el CO2 se modifica, y la reacción de carboxilación se vuelve menos dominante 
(Ogren, 1984; Tolbert, 1997). El compuesto de dos átomos de carbono generado 
debe ser reciclado al CRPF a través de la vía metabólica conocida como Ciclo 
Fotosintético Oxidativo (CFO) o ciclo C2. Este proceso también se denomina 
fotorrespiración ya que involucra el consumo de O2 y la liberación de CO2 en la luz. 
Así, el CRPF y el ciclo C2 transcurren simultáneamente en la hoja. A diferencia de 
la respiración, esta vía está acompañada del consumo de ATP. La fotorrespiración 
involucra la actividad coordinada de 16 enzimas y de más de 6 translocadores 
distribuidos en el cloroplasto, el peroxisoma y la mitocondria (Lorimer y Andrews, 
1981). Por cada dos moléculas de glicolato-2-P metabolizados en el CFO se libera 
un carbono como CO2, mientras que los otros tres carbonos retornan al CRPF. La 
ecuación neta de la fotorrespiración, a partir de RuBP, puede resumirse como sigue: 
 
2 RuBP + 3 O2 + 2 Fdred + 2 ATP ⇒ 3 3-PGA + CO2 + 2 Fdox + 2 ADP + 2 Pi 
En algunos casos particulares, la fotorrespiración puede ser utilizada por la planta 
para su propia protección debido al alto consumo de ATP y NADPH de este proceso. 
Esta situación se produce cuando el CRPF no puede operar (por ejemplo cuando 
los estomas se encuentran cerrados por déficit de agua) y las hojas están expuestas 
a la luz, causando un daño severo a la hoja por la sobre-reducción de los 
transportadores de la cadena fotosintética. De esta forma, la planta utilizaría la vía 
fotorrespiratoria para eliminar el ATP y el NADPH producidos por la fase luminosa 
y que no son empleados por el CRPF, previniendo la fotoinactivación de la cadena 
de transporte cloroplástica (Kozaki y Takeba, 1996). 
1.2.7 Atmósfera Enriquecida por CO2. La respuesta de las plantas a una 
atmósfera enriquecida con CO2 se puede observar en diferentes aspectos de la 
fisiología de las plantas. Lovelock et al. (1998) observaron que es posible 
correlacionar respuestas a la atmósfera enriquecida con CO2, a partir del grupo de 
sucesión al que pertenezcan las plantas. Por consiguiente, especies pioneras o de 
sucesión secundaria intermediaria presentaron mayores tasas de asimilación de 
CO2 y mayor producción de almidón, comparadas con especies clímax. 
La elevada producción de carbohidratos no estructurales está correlacionada con 
una alta relación fuente/vertedero (Würth et al., 1998). 
Según Tubielo, un incremento en el Dióxido de Carbono elevaría la tasa fotosintética 
de las plantas y por consiguiente incrementaría el rendimiento. El incremento directo 
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de la tasa de fotosíntesis de las plantas C3 (trigo, arroz, papa, soya y frijol) resulta 
de dos propiedades de la enzima Rubisco (ribulosa 1,5-difosfato carboxilasa) que 
fija el CO2 en esos cultivos. La enzima no se satura con la concentración actual de 
CO2, por lo que un incremento en su concentración incrementara la velocidad de 
carboxilación (fijación de CO2) y la fotosíntesis neta (Long et al., 2004). Además, el 
CO2 es un inhibidor competitivo de la reacción de oxigenación, la cual conduce a la 
fotorrespiración, esta comúnmente libera 20 a 40% de los productos de la 
fotosíntesis como CO2. 
La técnica del enriquecimiento carbónico, también denominada fertilización 
carbónica, aplicada a los invernaderos dedicados a cultivos hortícolas y/o 
ornamentales y consistente en aumentar el nivel ambiental de CO2 hasta 
aproximadamente doblarlo (700-800ppm), es una técnica agronómica empleada 
desde hace años, particularmente en los países del centro y norte de Europa 
(Mortensen, 1987; Nederhoff, 1988). Sin embargo, en climas suaves mediterráneos 
como ocurre en la mayor parte de España, es necesario mantener los invernaderos 
abiertos para permitir una correcta ventilación natural que permita reducir las 
elevadas temperaturas, lo cual entra en contraposición con la aplicación de CO2 
(Montero et al., 2003; Stanghellini et al., 2007). 
En ensayos desarrollados en 2011, en un clima menos temperado en, las 
instalaciones del ITGA de Navarra (Instituto Técnico y de Gestión Agrícola) en 
tomate variedad Jack, a una densidad de 1.8 plantas/m2. En el primer ciclo del 
cultivo, con aplicaciones de 800 ppm se lograron obtener, hasta 3.2 kg/m2 mientras 
que el testigo fue de 1.9 kg/m2, lo que indico que una inyección temprana favorece 
una buena calidad y aumento en el rendimiento del producto (IRTA & IGTA, 2011). 
1.2.8 Efecto de los estreses ambientales sobre la fijación de CO2. Los estreses 
ambientales como la salinidad, la sequía, las altas o bajas temperaturas o la 
disminución de la radiación solar alteran la estructura y metabolismo de las plantas. 
Por lo tanto, afectan a su crecimiento y su papel como secuestradores de CO2 
(Martínez-Ballesta et al., 2009). Estos factores ambientales, son variables clave que 
afectan al desarrollo de las plantas, dado que son esenciales en los procesos de 
absorción y transporte de agua y nutrientes. Por lo tanto, el efecto de esos estreses 
puede tener numerosas consecuencias para los cultivos, dada la variación desde 
respuestas fisiológicas a corto plazo en las plantas de forma individual, como 
cambios a largo plazo en la estructura y función de las plantas. En numerosos 
estudios se ha mostrado que las plantas presentan frente a factores ambientales un 
amplio rango de respuestas que conducen normalmente a un déficit hídrico (Kimball 
et al., 2002). 
 
Dado el carácter fuertemente desecante de la atmósfera, el control de las pérdidas 
de agua ha sido siempre un aspecto clave para las plantas. El flujo de agua a través 
de una planta debe ser suficiente para mantener la nutrición y la incorporación de 
CO2, así como la asimilación y la transpiración están estrechamente ligadas en casi 
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todas las plantas, la disponibilidad de agua impone un límite máximo a la 
productividad (desarrollo) (Steudle y Peterson, 1998), al mismo tiempo, para evitar 
la desecación de las partes aéreas, el flujo de agua que entra en la planta por las 
raíces ha de compensar la salida de agua por las hojas. Dado que los procesos 
fisiológicos son extremadamente sensibles al déficit hídrico, la conservación del 
agua para mantener potenciales hídricos razonablemente altos suele ser el principal 
problema en las zonas con climas cálidos y escasez de precipitaciones. 
Con el aumento de las temperaturas puede inducirse un incremento de la 
fotorrespiración, que es un mecanismo de protección del aparato fotosintético y que 
no conlleva fijación del CO2 (Sofo et al., 2005). La acción combinada de los 
diferentes factores medioambientales (vapor de agua en la atmósfera y subida de 
las temperaturas) podría conducir a una mayor producción de biomasa, pero sólo si 
las plantas recibieran además un aporte de otros nutrientes esenciales como 
nitrógeno, fósforo o potasio (la acción antropogénica podría aportar nitrógeno a los 
ecosistemas naturales, ya que es un residuo de muchas de nuestras emisiones 
contaminantes). 
Se estima que la fijación de CO2 se verá incrementada en los próximos 60 años 
debido al aumento en la temperatura. Se espera que la fijación de CO2 se 
incremente el 1% por cada ºC en regiones donde la temperatura media anual es de 
30 ºC y el 10% en regiones donde la temperatura media anual es de 10 ºC. Las 
tasas fotosintéticas subirían un 25-75%, en las plantas de fotosíntesis C3 (las más 
comunes en latitudes medias y altas), al duplicarse la concentración de CO2. Los 
datos son menos concluyentes en el caso de las plantas cuya modalidad 
fotosintética es la C4, típica de lugares cálidos, siendo los intervalos de respuesta 
desde 0% hasta un 10-25% de incremento (UNESA, 2005). 
Esta problemática implica la necesidad de realizar estudios que permitan conocer 
el efecto de las diferentes condiciones ambientales sobre la capacidad de captación 
de CO2 y las necesidades hídricas y nutricionales de los cultivos. 
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1.2.9 Fluorescencia de la clorofila. Permite aproximarse al desempeño 
fotosintético y al estado del aparato fotosintético a nivel del fotosistema II y proviene 
del hecho de que la luz que absorbe la clorofila de la hoja puede tomar tres vías 
distintas; ser direccionada al fotosistema II para realizar fotosíntesis, ser liberada en 
forma de calor ó ser reemitida en una longitud de onda mayor como fluorescencia 
(Maxwell y Johnson 2000). Esto se debe a que de la totalidad de la luz que absorbe 
la hoja, solo una parte de la luz que excita electrones puede ser recibida por la 
plastoquinona (primer aceptor de electrones del fotosistema II) y el resto de la 
energía será llevada a las otras dos vías. Por tanto, cuando el pool de plastoquinona 
se reduce en su totalidad se dice que los centros de reacción están cerrados y 
aumenta tanto el nivel de fluorescencia, como la disipación de la luz por calor; en 
este caso se habla de una desviación no fotoquímica de la luz (Krause y Weiss 
1991; Schreiber et ál., 1998; Maxwell y Johnson, 2000; Baker, 2008). La medida de 
la fluorescencia se posibilita por la competencia directa entre las tres vías. 
 
La fluorescencia se mide por medio del fluorómetro, que es un equipo no invasivo; 
la medida se obtiene a partir de la programación de flashes de luz saturantes que 
generan la consecuente respuesta fluorescente instantánea en la hoja, la cual es 
detectada por el equipo. Por medio de niveles diferentes de fluorescencia, obtenidos 
a partir de la aplicación de dichos flashes de luz se pueden obtener variados 
parámetros de los cuales se obtiene información. El proceso para medir los valores 
de fluorescencia se inicia con la obtención de la fluorescencia mínima Fo a partir de 
la aplicación de luz mínima a la hoja. Posteriormente, se puede aplicar un haz de 
luz saturante actínica (fotosintética) que da lugar a la fluorescencia máxima (Fm) 
disminuyendo la contribución fotoquímica a cero a partir del cierre de los centros de 
reacción (Quick y Horton 1984). Por medio de la diferencia entre la Fo y la Fm, se 
obtiene la fluorescencia variable, Fv. Una vez la fluorescencia ha disminuido 
después del flash saturante de luz se obtiene la fluorescencia en estado estable de 
la clorofila (Ft o Fs). Esta disminución de la fluorescencia se da porque aumenta la 
tasa de transporte de electrones por activación de enzimas involucradas en el 
metabolismo de carbono y la apertura de estomas, hecho conocido como desviación 
fotoquímica (Maxwell y Johnson, 2000; Baker, 2008). Estos valores se pueden 
obtener en hojas o plantas adaptadas a oscuridad, o en estado adaptado a la luz, 
en presencia de luz actínica (fotosintética) en cuyo caso se simboliza con una prima 
después del parámetro. Por ejemplo Fm’ significa que es la fluorescencia máxima 
de una hoja o planta bajo luz actínica constante. La obtención de estos valores bajo 
luz actínica se realiza con fluorómetros con posibilidad de aplicar flashes de 
amplitud y frecuencia modulada de tal manera que sólo la fluorescencia emitida 
gracias a esa amplitud fuera detectada; se detecta la fluorescencia modulada antes 
de la aplicación de un flash saturante (establecido por el investigador) y la 
fluorescencia máxima durante el flash (Schreiber et ál., 1986; Genty et ál., 1989). 
En el caso de fluorómetro no modulados solo es posible realizar mediciones en 
hojas adaptadas a oscuridad. 
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A partir de las anteriores medidas el fluorómetro calcula diferentes parámetros. 
Dentro de los parámetros medidos en hojas adaptadas a oscuridad se encuentra la 
Fv/Fm que estima el rendimiento cuántico máximo del fotosistema II (como si todos 
los centros de reacción estuvieran abiertos); esta se calcula como Fv/Fm= (Fm-
Fo)/Fm, es una medida potencial del desempeño fotosintético del fotosistema II 
siendo de gran utilidad debido a que el fotosistema II es uno de los más sensibles a 
estrés, de tal manera que al disminuir, es un indicador de estrés en la planta. Valores 
por debajo de 0,83 indicarían estrés (Bjorkman y Demming, 1987; Maxwell y 
Johnson 2000). No obstante se ha visto que la planta presenta disminución 
considerable de Fv/Fm solo cuando hay un estrés severo ya que la planta cuenta 
con un 50% extra de fotosistemas II (Lee et ál. 1999).  
La desviación no fotoquímica se calcula a través del quenching no fotoquímico 
NPQ= (Fom-Fm’)/Fm’ (Bilger y Björkman, 1990), este valor indica la proporción de 
luz que está dirigiéndose a la vía de la disipación por calor, y puede estar 
relacionado con la protección del aparato fotosintético a partir del ciclo de las 
zeaxantinas (Demmig-Adams y Adams III, 1992) o el daño del mismo que genera 
diferentes niveles de fotoinhibición (Osmond,1994). La medida del NPQ se usa en 
plantas sometidas a condiciones de estrés ya que es proporcional al nivel de estrés.  
Dentro de los parámetros hallados en hojas sometidas a luz actínica se encuentra 
el rendimiento cuántico fotoquímico del fotosistema II (ΦPSII) que indica la 
proporción de luz absorbida que está siendo dirigida al fotosistema II (Maxwell y 
Johnson, 2000); se calcula a partir de la fórmula ΦPSII= (Fm’-Ft)/Fm’ (Genty et ál., 
1989). A diferencia de Fv/Fm este parámetro es real, y no potencial, y disminuye a 
medida que aumenta la densidad de flujo fotónico (Baker, 2008). ΦPSII puede 
relacionarse directamente con el rendimiento en la asimilación de carbono en 
condiciones de ausencia de estrés, debido a que la mayoría de los electrones 
tomados por el fotosistema II se dirigen al proceso fotosintético. No obstante, en 
condiciones de estrés y sobre todo en plantas C3 debido a las tasas elevadas de 
fotorrespiración y a otros desvíos de la transferencia de electrones, como la reacción 
de Mehler y el flujo cíclico de electrones en los fotosistemas, la relación no se puede 
establecer directamente (Genty et ál., 1989; Fryer et ál., 1998; Flexas et ál., 1998; 
Flexas et ál., 2002; Baker, 2008).  
A partir de ΦPSII se puede obtener la tasa de transporte de electrones por el 
fotosistema II (ETR) a partir de la ecuación: ETR= ΦPSII x PFD (densidad de flujo 
fotónico) x 0,5. Esta última constante tiene que ver con la suposición que los 
electrones se dividen entre el fotosistema I y II de manera equitativa (Maxwell y 
Johnson, 2000).  
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1.3 Investigaciones sobre el efecto de la inyección de CO2 sobre la fisiología 
de los cultivos.   
Hussin et al. (2017). Evaluó el efecto de la salinidad y CO2 elevado a corto plazo, lo 
cual indicó que la concentración elevada de CO2 a corto plazo influye en los límites 
y mecanismos de su capacidad fotosintética. Lo cual implican que un nivel elevado 
de CO2 podría mejorar algunos de los efectos perjudiciales de salinidad, confiriendo 
mayor tolerancia y supervivencia a S. rebaudiana. 
Cruz et al. (2016). Afirman que debido al aumento de las concentraciones 
antropogénicas de gases de efecto invernadero, se espera que el clima de la tierra 
cambie, con la reducción de la precipitación en algunas áreas, lo que resulta en 
sequía limitante del crecimiento y, como consecuencia, una menor productividad de 
la planta. Investigaron las respuestas fisiológicas y de crecimiento de la yuca 
(Manihot esculenta Crantz) para aproximar las concentraciones atmosféricas 
actuales de CO2 bajo condiciones de riego y de déficit hídrico. La respuesta positiva 
de los niveles elevados de CO2 en la masa seca total fue del 61% en las plantas 
con estrés hídrico y solo del 20% en las plantas cultivadas con buena disponibilidad 
de agua. La limitación de la apertura estomática fue un factor importante que redujo 
la asimilación de CO2 en el cultivo de yuca bajo condiciones de sequía. 
Sekhar et al. (2015). Este estudio tuvo como objetivo examinar las respuestas de 
dos genotipos de morera (Morus alba L.), cultivada bajo niveles elevados 
concentración atmosférica de CO2, los genotipos exhibieron resultados positivos. El 
CO2 elevado aumentó significativamente las características de fluorescencia de la 
clorofila a, incluido el máximo rendimiento cuántico de fotoquímica primaria (FV / 
FM) e índice de rendimiento. las respuestas al CO2 elevado, mostraron tasas 
fotosintéticas saturadas de luz más altas y aparente eficiencia cuántica (AQE), lo 
que sugiere una mejor carboxilación de Rubisco. Y aumento de la eficiencia del uso 
del agua. 
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1.4 OBJETIVOS 
1.4.1  OBJETIVO GENERAL 
• Establecer los parámetros fisiológicos de dos (2) clones experimentales de 
Stevia rebaudiana Bertoni, bajo atmosferas enriquecidas con CO2   
 
1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 
• Determinar la fluorescencia, rendimiento cuántico y clorofilas de Stevia 
rebaudiana Bertoni cuando se establece en atmosferas enriquecidas con CO2. 
 
• Cuantificar la distribución de biomasa Stevia rebaudiana Bertoni sometida a 
niveles aumentados de CO2. 
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CAPITULO II 
FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA Y EFICIENCIA CUÁNTICA DE Stevia 
rebaudiana BERTONI CUANDO SE ESTABLECE EN ATMOSFERAS 
ENRIQUECIDAS CON CO2. 
 
RESUMEN 
La Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) es una planta herbácea perenne que crece 
como arbusto salvaje en el suroeste de Brasil y Paraguay, es valorada en el mundo, 
debido a su composición rica en un glucósido bajo en calorías llamado esteviósido 
cuyo poder edulcorante es 300 veces mayor que el azúcar de caña. La fluorescencia 
puede emplearse como una herramienta para obtener información acerca del 
estado fisiológico del aparato fotosintético, y la respuesta será indicadora del daño 
o alteración en el mismo. El contenido de clorofila y la fluorescencia son parámetros 
que conjuntamente indican el estado fisiológico de una planta, y cómo se ve 
afectada por las condiciones experimentales. El presente trabajo de investigación 
se llevó a cabo en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Agrícolas de la 
Universidad de Córdoba, ubicada en el municipio de Montería – Córdoba. El ensayo 
consto de un diseño completamente al azar (AxBxC+2), donde se evaluó el efecto 
de atmosferas enriquecidas con CO2 sobre la eficiencia cuántica del PSII y los 
contenidos de pigmentos fotosintéticos, clorofila Chl a y Chl b. Los resultados 
indicaron que para las variables de fluorescencia hubo un efecto directo del aumento 
en la concentración de CO2, la Fm´ y  Fv´/Fm´ mostraron un decaimiento a la 
concentración de 800 ppm a 2 hora y 1200 ppm a 1 y 2 horas, lo cual se relaciona 
con un estado de estrés bajo estas condiciones. Los contenidos de Chl a para el 
clon 04 muestran un aumento cuando la concentración se llevó a 800 ppm durante 
1 y 2 horas, por encima del promedio de los testigos, y un aumento en la  Chl b en  
800 ppm y diminución a 1200 ppm para ambos clones, se observaron diferencias 
en los contenidos de clorofilas los cuales se atribuyen a la genética de cada clon. 
Palabras claves: decaimiento, estrés, concentración, clon  
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ABSTRACT 
Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) is a perennial herbaceous plant that grows as a 
wild shrub in southwestern Brazil and Paraguay, it is valued in the world, due to its 
composition rich in a low-calorie glycoside called stevioside whose sweetening 
power is 300 times greater than cane sugar. Fluorescence can be used as a tool to 
obtain information about the physiological state of the photosynthetic apparatus, and 
the response will be indicative of the damage or alteration in it. Chlorophyll content 
and fluorescence are parameters that together indicate the physiological state of a 
plant, and how it is affected by experimental conditions. The present research work 
was carried out at the facilities of the Faculty of Agricultural Sciences of the 
University of Córdoba, located in the municipality of Montería - Córdoba. The test 
consisted of a completely randomized design (AxBxC + 2), where the effect of 
atmospheres enriched with CO2 on the quantum efficiency of PSII and the contents 
of photosynthetic pigments, chlorophyll Chl a and Chl b was evaluated. The results 
indicated that for the fluorescence variables there was a direct effect of the increase 
in the CO2 concentration, the Fm´ and Fv´ / Fm´ showed a decay at the concentration 
of 800 ppm at 2 hours and 1200 ppm at 1 and 2 hours. , which is related to a state 
of stress under these conditions. The Chl a contents for clone 04 show an increase 
when the concentration was brought to 800 ppm for 1 and 2 hours, above the 
average of the controls, and an increase in Chl b by 800 ppm and a decrease to 
1200 ppm for both clones, differences were observed in the chlorophyll contents 
which are attributed to the genetics of each clone. 
Keywords: decay, stress, concentration, clone 
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1.5 INTRODUCCIÓN 
La Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) es una planta herbácea perenne que 
pertenece a la familia Asteraceae. Crece como arbusto salvaje en el suroeste de 
Brasil y Paraguay, donde es conocida con el nombre de ka’a he’ê (en guaraní, 
hierba dulce) (Núñez, 2011). Es valorada en estos países y el mundo, debido a su 
composición rica en un glucósido bajo en calorías llamado esteviósido cuyo poder 
edulcorante en estado puro y cristalino es 300 veces mayor que el azúcar de caña. 
La Stevia reduce los niveles de glucosa en la sangre hasta en un 35% y posee alta 
demanda internacional por parte de Japón, China, Corea, Taiwán, Israel, Paraguay, 
Uruguay y Brasil (Álvarez, 2004).  
La tasa de fotosíntesis, el contenido de clorofila y la fluorescencia son parámetros 
que conjuntamente indican el estado fisiológico y la salud de una planta, y cómo se 
ve afectada por las condiciones experimentales. 
Cuando hay un exceso de energía, puede disiparse en forma de fluorescencia (Taiz 
y Zeiger, 2017); por lo tanto, una forma de monitorear la inhibición o reducción en la 
transferencia de electrones entre los fotosistemas de la planta bajo tensión, que se 
puede observar aún en hojas intactas, es la fluorescencia de la clorofila en la que la 
reducción en la disipación de energía por el proceso fotoquímico es reflejada por el 
aumento correspondiente en la fluorescencia.  
La fluorescencia puede emplearse como una herramienta para obtener información 
acerca del estado fisiológico del aparato fotosintético, y la respuesta será indicadora 
del daño o alteración en el mismo (Smillie y Hetherington, 1990). Esta corresponde 
al espectro de luz entre los 680 y 720 nm emitida por la clorofila α. Esta emisión de 
luz es una forma de disipar la energía lumínica y compite por la disipación en forma 
de calor o en la fotoquímica (Baker, 2008). Lo anterior significa que cuando se mide 
la fluorescencia en determinadas circunstancias se puede conocer la eficiencia de 
los otros dos procesos (fotoquímica y disipación en forma de calor). 
Es posible medir los parámetros de la fluorescencia, que en el estudio de la 
fotosíntesis en particular, es un método que, además de ser no destructivo, permite 
analizar cualitativa y cuantitativamente la absorción y la utilización de la energía de 
la luz a través del PSII y la posible relación con la capacidad fotosintética (Mouget 
y Tremblin, 2002; Neto et al., 2005). Los cambios en la fluorescencia como una 
respuesta al estrés abiótico en las plantas han sido demostrados (Baker, 2008) y 
son útiles para identificar plantas tolerantes a salinidad (Percival y Fraser, 2001; 
Glynn et al., 2003) o plantas con deficiencia de nitrógeno (Ciompi et al., 1996). 
El tiempo de preadaptación de las plantas de 30 min de oscuridad, concuerda con 
lo que se establece como óptimo para las plantas superiores y para el fitoplancton 
(González et al., 2008; Solarte et al., 2010; Khalida et al., 2012). Este periodo es 
relativamente largo, dado que se requiere lograr que todos los centros de reacción 
del PSII estén abiertos o en estado oxidado para lograr la medición de la 
fluorescencia.  
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Cuando la molécula de clorofila excitada pierde un electrón, se produce la 
separación de carga eléctrica dentro del centro de reacción (quedando la clorofila a 
oxidada (Chl a+) y una molécula de feofitina aceptora del electrón reducida (Pheo-
). Esto se conoce como evento fotoquímico primario y utiliza alrededor del 97% de 
los fotones absorbidos, mientras que el 2.5 % son transformados a calor y 0.5% son 
re-emitidos como luz fluorescente roja. Si no ocurre la separación de carga, 95-97% 
de la energía luminosa absorbida se libera como calor y 2.5-5.0% como 
fluorescencia. En cualquier punto en el tiempo, la presencia de una proporción de 
centros de reacción reducidos "cerrados", conduce a una disminución en la 
eficiencia fotoquímica, con un correspondiente incremento en la fluorescencia. 
El nivel de fluorescencia empieza a decaer en el transcurso de minutos. Aunque 
muchos factores pueden modificar la fluorescencia de las membranas tilacoides, 
son principalmente dos los que hacen la mayor contribución al nivel de fluorescencia 
durante la fases de decaimiento P-T anexo 1; el primero es el estado redox de QA y 
el segundo, la magnitud del gradiente de potencial electroquímico protónico que 
existe a través de las membranas tilacoides. 
El decaimiento de fluorescencia debido a la oxidación de QA se ha denominado 
"decaimiento fotoquímico" qP, mientras que, el debido a cambios en la magnitud del 
gradiente de potencial electroquímico protónico transtilacoidal se denomina 
"decaimiento no fotoquímico" (NQP). La magnitud del coeficiente de decaimiento no 
fotoquímico (NQP) refleja además de los cambios en el gradiente de pH, 
inactivación de centros de reacción (fotoinhibición), cambios conformacionales 
dentro de los complejos de pigmentos en la membrana tilacoide, desconexión de 
complejos cosechadores de luz móviles del PSII, formación de zeaxantina, 
disminución del rendimiento cuántico efectivo de la fotoquímica del PSII (ΦPSII) y la 
velocidad de transporte de electrones fotosintético (ETR).  
qNP = Fm-Fm'/Fm-Fo' 
NPQ = Fm - Fm'/Fm' 
El término qNP o NPQ refleja la influencia de procesos no fotoquímicos en la emisión 
de fluorescencia de la clorofila durante la transición de una muestra del estado 
adaptado a la oscuridad al estado adaptado a la luz, como cambios en el gradiente 
de pH transtilacoidal, inactivación de centros de reacción (fotoinhibición) y cambios 
conformacionales dentro de los complejos de pigmentos en la membrana tilacoide, 
desconexión de complejos cosechadores de luz móviles del PSII y formación de 
zeaxantina (Krause, 1991). 
La disipación no fotoquímica de Stern-Volmer (NPQ), a diferencia de qN, no requiere 
una determinación de la fluorescencia mínima bajo condiciones de iluminación 
(Lichtenthaler et al., 2005). La NPQ hace referencia a los procesos de disipación de 
energía relacionados con dos procesos, la disipación no fotoquímica de la 
fluorescencia variable (qN) y el cambio relativo de F0. Por consiguiente, NPQ se 
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puede utilizar como un indicador de la disipación de energía no radiante dentro de 
las membranas de los tilacoides. Es decir, cuantifica los procesos de disipación de 
calor dentro del complejo PSII. NPQ también cuantifica los procesos que conducen 
a la disminución de la fluorescencia máxima. Sin embargo, NPQ indica la disipación 
del exceso de energía radiante en forma de calor en el complejo antena PSII, es 
decir, fotoprotección inducida por la luz a través de disipación térmica de energía, 
lo cual está estrechamente relacionado con la formación de zeaxantina (Rohaček y 
Bartak, 1999). 
 
El parámetro más usado en la emisión de la fluorescencia es el rendimiento cuántico 
máximo para la fotoquímica primaria cuando todos los centros de reacción del PSII 
están oxidados o "abiertos" (Fv/Fm)  
Fv/Fm = (Fm-Fo/Fm) 
Es importante señalar que mientras ΦPSII está relacionado con la eficiencia cuántica 
alcanzada por el PSII, qP y Fv/Fm proveen información sobre los procesos que 
pueden modificar esta eficiencia. Por lo tanto, una disminución en qP está dada por 
la reducción o "cierre" de los centros de reacción, como resultado de una saturación 
lumínica o de una inhibición del transporte electrónico. Por otro, lado una 
disminución en Fv/Fm está dada por un aumento en NQP (Maxwell K, 2000). 
La clorofila es un pigmento verde existente en las plantas, algunas algas y bacterias 
que permite llevar a cabo el proceso de fotosíntesis que es la conversión de energía 
luminosa en energía química (Mathews et al., 2013). Proviene del vocablo chloros 
que significa “verde” y fylon que significa “hoja”. Fue descubierta en 1817 por 
Caventou y Pelletier quienes lograron aislarla de las hojas de las plantas. Existen 
diferentes tipos de clorofila, A que se encuentra presente en la mayoría de los 
vegetales y es la encargada de absorber la luz durante la fotosíntesis; la B que se 
encuentra presente en los cloroplastos, se encarga de absorber la luz de otra 
longitud y transfiere la energía a la clorofila A; la C está presente en los cloroplastos 
de las algas pardas, las diatomeas y, por último, la D se halla únicamente en las 
algas rojas (Fernandez, 2010). 
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1.6 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1.6.1 Localización. El presente trabajo de investigación se llevó a cabo en las 
instalaciones de la Facultad de Ciencias Agrícolas de la Universidad de Córdoba, 
ubicada en el municipio de Montería – Córdoba; en las siguientes coordenadas 
geográficas 8° 52´ de latitud norte y 76° 48 según la clasificación de Holdrige (1967), 
con precipitación anual de 1200 mm, temperatura media del aire de 28°C, humedad 
relativa de 84% y brillo solar anual de 2108.2 horas (Jarma 2010; Palencia et al., 
2006). 
 
1.6.2 Selección del material vegetal. El material vegetal fue seleccionado de la 
colección de clones de Stevia de la universidad de Córdoba, Facultad de Ciencias 
Agrícolas, dichos clones (clon 04 y clon 16) se seleccionaron con base a las 
características de alto rendimiento y floración tardía, los cuales fueron catalogados 
de dicha manera en investigaciones anteriores, estos se propago de manera 
vegetativa tomado esquejes sanos y posteriormente siendo enraizados hasta 
obtener una edad de un mes, realizando una poda de formación antes del 
trasplante. 
 
1.6.3 Determinación de los tratamientos y manejo. La elección de los 
tratamientos se llevó a cabo mediante pruebas de saturación de CO2 a dichas 
plantas con respecto a los clones utilizados, mediante un medidor de gases 
infrarrojo (IRGA) suministrados por la entidad AGROSAVIA, se realizaron dichas 
pruebas sometiendo las plantas desde concentraciones bajas y aumentando hasta 
triplicar la concentración ambiente actual, se tomaron variables como, Ph, Gs, E, Ci. 
Estas variables nos permitieron establecer las concentraciones para los 
tratamientos a aplicar, en base a las curvas que se graficaron de dichos datos 
obtenidos en las pruebas como se muestra en la figura 1. 
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Figura 1. Fotosíntesis en función de la saturación de CO2 de dos clones 
experimentales de Stevia (C04 y C16). 
 
             
Posterior a la elección de los tratamientos, elaboración e instalación de las cámaras, 
se procedió a realizar pruebas de inyección para determinar el comportamiento de 
los clones, resistencia de las cámaras y manejo de estas durante el proceso de 
experimento, al realizar las primeras inyecciones, se pudo establecer que luego de 
hacer la aplicación de los tratamientos, la apertura de las cámaras debía ser 
gradual, debido a que dentro de estas la temperatura era menor que la temperatura 
ambiente durante las horas de aplicación que correspondían entre 10:00 am y 12:00 
pm, donde se encuentra la mayor actividad fotosintética para la especie de acuerdo 
a la saturación lumínica realizada durante las pruebas preliminares y la cantidad de 
radiación en µmoles en promedio para la zona, como se muestra en la figura 2. Lo 
cual al ser abiertas finalizados los tratamientos, causo un choque térmico, llevando 
hojas de las plantas a muerte celular instantánea. Lo cual conllevo a tomar la 
decisión de realizar una apertura gradual de dichas cámaras después de cada 
aplicación, la aplicación de los tratamientos se llevó a cabo cada tres días debido a 
que al realizarla daría, se pudo observar que se causaba una necrosis en las hojas, 
las concentraciones de CO2 se mantuvieron durante los tiempos estipulados por 
cada tratamiento, el CO2 fue suministrado dentro de las cámaras manera subfoliar. 
La aplicación del CO2 se realizó cada tres días durante las horas de mayor actividad 
fotosintética para Stevia en la zona. 
Figura 2. Fotosíntesis en función de la saturación lumínica de dos clones 
experimentales de Stevia (C04 y C16). 
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Figura 3. Radiación fotosintéticamente activa, en relaciona a las horas del día 
dentro y fuera del sitio del ensayo. 
 
 
1.6.4 Diseño estadístico de la investigación. Se utilizó un diseño completamente 
al azar con un arreglo factorial, donde intervienen tres factores, dos (2) clones 
experimentales Stevia rebaudiana Bertoni (C16 y C04) (factor A), dos (2) 
concentraciones de CO2 (800 ppm y 1200 ppm) (factor B)  y dos (2) tiempos de 
aplicación de CO2 (1 hora y 2 horas) (factor C), con cuatro (4) repeticiones por 
tiempo de aplicación para un total de 8 tratamientos. Con un testigo adicional por 
cada clon, el cual se tomó como un tratamiento al momento de análisis estadístico 
quedando un diseño desbalanceado (AxBxC+2) para un total de 10 tratamiento. 
 
Tabla 1. Estructura de tratamiento del diseño experimental utilizado 
TRATAMIENTOS CLON [CO2] ppm TIEMPO (horas) 
T1 C04 800 1 
T2 C04 800 2 
T3 C04 1200 1 
T4 C04 1200 2 
T5 C16 800 1 
T6 C16 800 2 
T7 C16 1200 1 
T8 C16 1200 2 
T0A C04 400 0 
T0A C16 400 0 
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1.6.5 Diseño de cámaras de inyección. Se elaboraron cuatro cámaras en tubería 
de PVC ½” y plástico trasparente calibre 600 impermeable a gases, con 
dimensiones 0.7 metros de alto, 0,9 metros de ancho y 1,4 metros de largo, para un 
volumen de 0,88 m3, con el fin de aislar los tratamientos del exterior al momento de 
las aplicaciones de estos, dichas cámaras estaban conectadas entre sí por un 
sistema de tuberías a un punto fijo donde se encontraba un cilindro de CO2 el cual 
suministraba el gas de los distintos tratamiento. Dentro de las cámaras se 
encontraban sensores que monitoreaban la concentración de CO2 dentro de cada 
una de estas, respectivamente a la concentración deseada para cada tratamiento, 
estos sensores fueron configurados mediante Arduino. Dentro de cada cámara se 
encontraba un sensor de CO2, HR y T°, lo cual nos permitió tener una idea de las 
condiciones dentro de las cámaras. 
 
1.6.6 Montaje del experimento en campo. Las unidades experimentales se 
establecieron en macetas plásticas #28 con una capacidad de suelo de 10 kg, el 
cual fue tomado de los predios de la Universidad de Córdoba, a una profundidad de 
20 cm, este fue tamizado y preparado a una relación 4:1 correspondientes a cuatro 
partes de suelo y una parte de arena. Al cumplir los 30 días de haberse propagado 
el material vegetal se trasplantaron a las macetas (dos plantas por maceta) las 
cuales fueron introducidas dentro de las cámaras para su respectiva adaptación a 
condiciones de temperatura y humedad relativa, dado lo interior 15 días antes de la 
aplicación de los tratamientos, se realizó una poda para homogenizar el material.  
Dichas unidades, de las cuales cuatro comprendían a él clon 04 y cuatro al clon 16, 
para un total de 8 UE dentro de cada cámara, con funcionalidad de dos tratamientos 
por cámara, se establecieron cuatro de igual volumen. 
 
1.7 TRABAJO DE CAMPO Y LABORATORIO 
El trabajo de campo se realizó en los invernaderos de la Facultad de Ciencias 
Agrícolas de la Universidad de Córdoba con sede en Montería – Córdoba, durante 
los meses de noviembre de 2019 a enero del año 2020. Para evaluar el efecto de 
dos (2) concentraciones de CO2 en las variables de fluorescencia de la clorofila, 
rendimiento cuántico, clorofilas a (Chl a) y b (Chl b) de Stevia, se utilizaron cuatro 
(4) cámaras elaboradas e impermeabilizadas a gases, el CO2 fue suministrado a 
partir de un cilindro de este mismo gas comprimido. 
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1.7.1 Mediciones de fluorescencia. Se realizaron mediciones de fluorescencia de 
clorofila en las primeras tres hojas jóvenes completamente expandidas y expuestas 
al sol, durante dos épocas del experimento. Estos valores se registraron usando un 
fluorómetro (Pocket PEA chlorophyll fluorimeter) (figura 3), el cual emitía un pulso 
de luz saturante de 3500 µmoles saturando el fotosistema II, para mediciones 
adaptadas a luz y a oscuridad. La adaptación oscura se logró cubriendo las hojas 
con clips durante 30 minutos. Los parámetros de fluorescencia se calcularon de 
acuerdo con Baker (2008), de la siguiente manera: 
 
Fluorescencia máxima de hojas adaptadas a la luz = Fm’ 
Eficiencia cuántica máxima de la fotoquímica del complejo de oxidación del agua 
del fotosistema II (PSII) = Fv/Fm en plantas adaptadas a la oscuridad, se obtienen 
cuando todos los centros del PII se encuentras abiertos (oxidados) 
Eficiencia cuántica máxima de la fotoquímica del complejo de oxidación del agua 
del fotosistema II (PSII) = Fv´/Fm´ en plantas iluminadas, señala la eficiencia en la 
captura de energía de excitación, por los centro abiertos del PII. 
Extinción no fotoquímica (NPQ) = (Fm/Fm’) - 1 
1.7.2 Variables Directas. La unidad de muestro para las variables de 
fluorescencia de la fueron todas las unidades experimentales tanto dentro de las 
cámaras como los testigos. Las mediciones fueron tomadas durante dos épocas del 
ensayo, antes de iniciar las aplicaciones de CO2 y al final de este. Para la toma de 
las variables un flourometro facilitado por el laboratorio de fisiología vegetal de la 
Facultad de Ciencias Agrícolas de la Universidad de Córdoba. 
 
Figura 4 Mediciones de variables de fluorescencia de la clorofila usando un 
fluorómetro (Pocket PEA chlorophyll fluorimeter) 
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1.7.3 Cuantificación de clorofila a (Chl a) y clorofila b (Chl b). Para la medición 
y/o cuantificación de estos pigmentos se utilizó un espectrofotómetro facilitado por 
el laboratorio de fisiología vegetal de la Facultad de Ciencias Agrícolas, al igual que 
todos los reactivos e implementos necesarios.  
 
Determinación de clorofilas 
1.-Se colocó en un mortero 1 g de hojas de Stevia, sin las venas grandes, cortadas 
en pequeños tamaños figura 4. 
2.-Se agregó 4 ml de acetona al mortero, para moler el tejido y obtener una pasta 
fina.  Luego se adiciono 20 ml más de acetona figura 5. 
3.-Se Transfirió cuidadosamente el extracto resultante al embudo de Buchner 
provisto de papel filtro, y se filtró al vacío figura 6. 
4.-Se agregó otros 50 ml de acetona a la pulpa de las hojas y reanudando la 
molienda y el filtrando nuevamente. Este segundo extracto agrego al primero.  
5.- Se leyó la densidad óptica o absorbancia (D) a 645 y 663 nm del extracto figura 
7 y 8.  
6.-Se calculó el contenido de clorofila a (Chl a) y clorofila b (Chl b) (µg.ml-1) 
mediante las siguientes ecuaciones (Val, J. Heras, L and Monge, E.,1985) 
Cl a=1081 Ads663 – 0,75 Ads645 
Cl b= 1902 Ads645 – 0,75 Ads663 
 
1.7.4 Variables Directas. La unidad de muestro para las variables de clorofila a 
(Chl a) y clorofila b (Chl b) de la fueron todas las unidades experimentales tanto 
dentro de las cámaras como los testigos. Las mediciones fueron tomadas final del 
experimento en campo. 
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Figura 5. Pesaje de 1 gramo de hojas fresca de Stevia en balanza digital del 
precisión 
 
 
Figura 6. Macerado de hojas de Stevia para posterior filtrado 
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Figura 7. Proceso de filtrado del macerado de hojas de Stevia 
 
Figura 8. Filtrado de macerado de hojas de Stevia para cuantificacion de clorofilas 
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Figura 9. Espectrofotómetro laboratorio de Fisiología Vegetal para cuantificación de 
clorofilas 
 
 
1.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LA INFORMACIÓN 
En un primer análisis, las variables de fluorescencia de la clorofila no cumplieron 
con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza que exige la 
estadística paramétrica, razón por la cual se recurrió a un análisis de varianza 
permutacional que no exige estos supuestos y es más precisa (Anderson, 2001 y 
Anderson, 2014). En cada variable, se realizó un ANAVA con un esquema de 10 
tratamientos y esquema factorial, los cuales se integraron en un ANAVA para testear 
los componentes de estructura factorial y comparar mediante contrastes, los 
testigos vs los tratamientos de la estructura factorial. Donde se evaluó la 
significancia de los efectos principales (aumento de CO2 por tiempo de aplicación y 
por clon experimental), así como de la interacción. 
 Los datos fueron procesados con el software estadístico R Studio versión 4.0.2 (R 
Core Team, 2020), mediante un programa de análisis de varianza permutacional 
“permuco” con 2000 permutaciones (Frossard y Renaud, 2018).  
La descomposición del factorial y comparación de medias se hizo mediante 
contrastes ortogonales. 
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1.9 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
La tabla 2 registra los valores de los cuadrados medios del análisis de varianza 
permutacional. Se pudo observar que para las variables de fluorescencia (Fm´, 
Fv/Fm, Fv´/Fm´ y NQP) medidas antes de aplicar las concentraciones de CO2 se 
presentaron significancias en las interacciones y componentes de los tratamientos; 
estas no son analizadas desde el punto de vista de la aplicación de los tratamiento 
debido a que durante las mediciones de estas no había un efecto de ellos, estas 
significancias probablemente se le pueden atribuir a efectos o factores derivados 
del proceso de adaptación al cual se sometieron las plantas antes del proceso de 
inicio de aplicación de los tratamientos.  
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Tabla 2. Cuadrados medios de los parámetros de fluorescencia de la clorofila, florescencia máxima en presencia de 
luz (Fm´), eficiencia cuántica máxima de la fotoquímica en plantas adaptadas a oscuridad (Fv/Fm), eficiencia cuántica 
máxima de la fotoquímica en plantas adaptadas a la luz (Fv´/Fm´), extinción no fotoquímica (NQP), con una intensidad 
de 3500 µmoles m-2 s-1, medidos en dos épocas diferentes del experimento en presencia de luz y oscuridad, en la 
evaluación del efecto de atmosferas enriquecidas de CO2 en dos clones experimentales de Stevia (Clon 04 y Clon 
16). 
 
*, ** y ***, diferencia de 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, indicando diferencia significativas entre tratamientos al nivel P = 0.05
  
FM´ FV/FM FV´/FM´ NQP 
FUENTE GL ANTES DESPUES ANTES DESPUES ANTES DESPUES ANTES DESPUES 
TRATAMIENTOS 9 10715509,11 95013456,67 0,002937 0,123555*** 0,001471 0,05502*** 0,019537778 0,04481* 
FACTORIAL (F) 7 9764250,429 104067068 0,000085 0,01175 0,000085 0,04100** 0,024273803 0,04701 
GENOTIPOS (G) 1 333404 2598366 0,000135 0,00385 0,000135 0,0228408 0,0007113 0,02814 
CO2 (C) 1 15260919 319868014*** 0,000053 0,00103 0,000053 0,0001467 0,05094*** 0,06554* 
TIEMPO (T) 1 24295691 217469390*** 0,000076 0,00147 0,000076 0,0014827 0,05438*** 0,07999* 
INTERACCIÓN G*C 1 290767 3875961 0,000082 0,00643 0,000082 0,03098*** 0,005052 0,04847 
INTERACCIÓN G*T 1 2676785 5462641 0,000103 0,02216 0,000103 0,08397*** 0,002439 0,01059 
INTERACCIÓN C*T 1 24840676* 172366744** 0,000075 0,01121 0,000075 0,03089** 0,05638** 0,07905* 
INTERACCIÓN G*C*T 1 651511 6828360 0,000069 0,03611 0,000069 0,11668*** 0,00001432 0,01729 
F VS TESTIGOS                   
F VS C04-A 1 1164515 115987925** 0,01319* 0,05120* 0 0,02222** 0,00445 0,03491 
F VS C16-A 1 26925314* 10663709 0,01264729* 0,978541*** 0,01264729* 0,18599*** 0,00147338*** 0,03935 
RESIDUALES 30 5851564,5 13470866 0,001825 0,00950 0,00065467 0,00230633 0,002820333 0,01462667 
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Para estas mismas variables de fluorescencia, medida después de la aplicación de 
los tratamientos de saturación, se presentaron interacciones para todas las 
combinaciones de los factores de los tratamientos. Lo anterior, indica que hubo un 
efecto directo de los factores de los tratamientos sobre la fisiología de la planta de 
Stevia, de igual manera indica que, en gran medida, dichos factores presentan una 
influencia negativa para estas variables. Al descomponer las interacciones para 
cada variable se puede apreciar en detalle el efecto de los factores sobre las 
variables medidas. 
Fluorescencia Máxima en presencia de luz (Fm´) 
Al descomponer la interacción C*T y analizarla (tabla 3), se puede apreciar que para 
la concentración de 800 ppm de CO2 se presentan diferencias significativas entre 1 
y 2 horas de inyección de gas, indicando que para el tiempo de 1 hora, Fm´ presenta 
el mayor valor (25759,5),  siendo esto un valor normal para la especie de acuerdo 
a los datos registrados por los testigos, ya que dicho valor se encuentra entre un 
rango entre ambos clones (testigos). Cuando el valor de la Fm´ aumenta, indica que 
hay una gran disipación o pérdida de energía en forma de fluorescencia, 
presentando un daño u alteración en el PSII, una deficiencia marcada en el PSI lo 
cual se refleja en una baja eficiencia fotosintética. 
 
Tabla 3. Comparación de medias de la interacción concentración (C) de CO2 en 
800 ppm y 1200 ppm para un tiempo (T) de 1 y 2 horas de inyección, para la 
fluorescencias máxima (Fm´). 
CONTRASTE CO2 
TIEMPO 800 1200 
1 25759,5aA 15047,12aB 
2 17741,25bA 16312,37aA 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias en sentido vertical, letras mayúsculas diferentes 
indicas diferencia en sentido horizontal 
 
Se puede apreciar, que para la concentración de 800 ppm de CO2 a 2 horas de 
aplicación, hay menor Fm´ (17741,25), lo que probablemente se puede atribuir a un 
proceso de adaptación a las condiciones de alta concentración de CO2 por lo cual 
presenta una mayor eficiencia del PSII en la antena colectora, y consecuentemente 
una mayor eficiencia fotosintética con respecto a 1 hora de inyección en la misma 
concentración de CO2; dicho valor está por encima del promedio de C04 cuyo valor 
fue de 25571 (tabla 4), y por debajo del C16 que registró un valor de 26436,66. 
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Tabla 4. Comparación de medias de la interacción factorial (F) vs testigo absoluto 
(TA) clon 04 con una concentración de CO2 de 800 ppm y 1200 ppm para un 
tiempo de una (1H) y dos (2H) horas de inyección para la fluorescencias máxima 
(Fm´). 
 
CONTRASTE  
TA 800 1200 
1h 2h 1h 2h 
25571 25434 18376,33 15161,67 18328,67 
1. TA VS 800, 1H a b 
   
2. TA VS 800, 2H a 
 
b 
  
3. TA VS 1200, 1H a 
  
b 
 
4. TA VS 1200, 2H a 
   
b 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias en sentido horizontal del testigo C04 con respecto 
a los tratamientos correspondiente para este mismo clon en cada factor 
 
Tanto al analizar el contraste de la relación de la concentración de 800 ppm durante 
1 y 2 horas (contraste vertical), y el tiempo en 1 y dos horas a concentraciones de 
800 ppm y 1200 ppm, se puede observar un decaimiento en la fluorescencia con 
respecto a la concentración de 800 ppm con periodo de aplicación de 1 hora; esta 
relación también podría explicarse con base en la teoría de Cazzaniga et al. (2013), 
quien indica que, una disminución de la fluorescencia puede deberse a menos 
moléculas fluorescentes, por tanto menos concentración de clorofila a, que surgen 
de una disminución de la absorción de luz en lugar de la disipación térmica activa. 
Tal es el caso, por ejemplo, cuando los cloroplastos se reubican dentro de la celda 
y se sombrean entre sí. Este movimiento de cloroplastos, ocurre bajo luz actínica 
blanca o azul y requiere la fototropina receptora del PSII. Consecuentemente con lo 
anterior, La fotosíntesis es uno de los procesos que es más afectado por el estrés 
abiótico (Hasegawa et al., 2000). La fotosíntesis, que se ve reducida en plantas 
estresadas por sal, puede ser causada por una menor disponibilidad de CO2 a través 
de la resistencia a la difusión del CO2, de la atmósfera a la hojas o desde la cavidad 
subestomática hasta los sitios de carboxilación (Bernacchi et al., 2002). 
Probablemente, un estrés causado por saturación excesiva de CO2 atmosférico 
pueda generar una respuesta similar, ya que, por encima de una concentración 
óptima, en la que el aparato fotosintético puede trabajar adecuadamente, podría 
generarse un daño en el PSII, lo que llevaría a un descenso en la síntesis de ATP y 
NAPH como fuentes de energía y poder reductor respectivamente, lo que coincidiría 
con lo reportado por  Bernacchi et al., (2002).  
La  Fm´ muestra un decaimiento que probablemente se deba a un estrés por la alta 
concentración de CO2 y el aumento el  periodo de inyección, como se ha 
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mencionado anteriormente, igual que la relación Fv´/Fm´. Probablemente un 
decaimiento en Fm´ y en la relación Fv´/Fm´ puede ser causada por un limitado 
suministro de Nitrógeno (N), como se ha  informado para  especies leñosas, por 
ejemplo, manzana (Cheng, 2003) y vid (Chen y Cheng, 2003); sin embargo, varios 
autores han demostrado que la deficiencia de N no afecta la relación Fv/Fm (Khamis 
et al., 1990; Lu y Zhang, 2000; Chen y Cheng, 2003; Posch y col., 2008; Kumagai 
et al., 2009). La deficiencia de N se explicaría porque probablemente, un aumento 
excesivo del CO2 atmosférico podría generar un desequilibrio en la relación C/N, lo 
que contribuiría a acelerar la senescencia de la hoja como lo expresa De la Mata, 
(2016), en plantas de girasol. Quirino et al. (2000); Lim et al. (2003, 2007); Wingler 
et al. (2009) indican que esto es un proceso programado genéticamente, que puede 
activarse prematuramente debido a los efectos de la exposición a estrés 
medioambiental o a la falta de nutrientes. En el trabajo de De la Mata en girasol 
(2016), la elevada concentración de CO2 incrementó el estado oxidativo de la célula 
y una disminución en la actividad de las enzimas antioxidantes, lo que produjo una 
senescencia temprana en las hojas, y consecuentemente en una disminución de 
moléculas fluorescentes. Long et al., (2004) indica el aumento en la concentración 
de CO2 acelera indirectamente el desarrollo de la planta. Además, el elevado CO2 
disminuyó significativamente la actividad de enzimas del metabolismo del nitrógeno.  
Eficiencia cuántica máxima de la fotoquímica del complejo de oxidación del 
agua del fotosistema II (PSII) = Fv´/Fm´ 
En la tabla 5 se relacionan los resultados observados al analizar la interacción C*T, 
siendo esta la más relevante para este estudio, se puede inferir que, probablemente 
para la concentración de 800 ppm a 2 horas de aplicación de CO2, este tiempo de 
inyección a esa presión del gas, causaría un estrés en la planta disminuyendo la 
eficiencia en la actividad fotoquímica del PSII,  a pesar que los centros de reacción 
estén abiertos, lo cual concuerda con lo expuesto por Glynn et al., (2003). 
 
 
Tabla 5. Comparación de medias de la interacción concentración (C) CO2 en 800 
ppm y 1200 ppm para un tiempo (T) de 1 y 2 horas de inyección, para la eficiencia 
cuántica máxima de la fotoquímica del complejo de oxidación del agua del 
fotosistema II (PSII) = Fv´/Fm´ en plantas adaptadas a la luz. 
CONTRASTE CO2 
TIEMPO 800 1200 
1 0,767aA 0,563bB 
2 0,465bA 0,665aB 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias en sentido vertical, letras mayúsculas diferentes 
indicas diferencia en sentido horizontal 
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Varios autores reportan que, en girasol, la relación Fv/Fm está entre 0,7 y 0,85 y 
que bajo condiciones estresantes esta relación disminuye (Akram et al., 2012; Neto 
et al., 2011; Poormohammad Kiani et al., 2008), La relación Fv / Fm o Fv´ / Fm´, es 
un indicador de diagnóstico confiable de fotoinhibición y daño estructural al complejo 
del centro de reacción del PSII (Starman y Lombardini 2006; Wang et al. 2007). 
Percival y Fraser (2001) indicanron que una disminución en la relación Fv/Fm indica 
una reducción en la eficiencia fotoquímica del PSII y una perturbación o daños en 
el aparato fotosintético; Ghobadi et al., (2013), afirman que la disminución en esta 
relación solo se presenta cuando existe un estrés severo, lo cual se presentó bajo 
estrés hídrico en plantas de girasol. Esta relación ha sido empleada para detectar 
perturbaciones en el sistema fotosintético, que para los casos mencionados, 
corresponde a un estrés salino o hídrico en plantas de girasol, lo cual 
probablemente, al ser un factor abiótico, generaría una respuesta similar a la 
observada en esta investigación.  
La concentración de 800 ppm a 1 hora de exposición, indicó una relación 
Fv´/Fm´=0,767, la cual se encuentra dentro del rango expuesto por varios autores 
como se mencionó anteriormente. Al analizar el contraste horizontalmente se puede 
deducir que al aumentar la concentración de CO2 a 1200 ppm, causaria un efecto 
negativo en la eficiencia cuántica máxima de la actividad fotoquímica del PSII, lo 
cual repercute directamente en la eficiencia del PSI.  
 
Extinción no fotoquímica (NPQ) = (Fm/Fm’) – 1 
 
De los resultados obtenidos se puede inferir, que probablemente el aumento en la 
concentración de CO2, como se muestra en la tabla 6, repercute negativamente, lo 
cual indica que a medida que la concentración de CO2 es mayor, la planta se 
encuentra probablemente bajo una condición de estrés, debido a esta alta 
concentración de CO2. Si se considera el punto de saturación de CO2, observado 
en los ensayos preliminares de saturación de este experimento (figura 2), dicha 
concentración está por encima del punto de saturación para la especie. 
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Tabla 6. Comparación de medias de la interacción concentración (C)  CO2 en 800 
ppm y 1200 ppm para un tiempo (T) de 1 y 2 horas de inyección , para la extinción 
no fotoquímica (NPQ). 
CONTRASTE CO2 
TIEMPO 800 1200 
1 0,149aB 0,232aA 
2 0,234aA ´-0,0156 bB 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias en sentido vertical, letras mayúsculas diferentes 
indicas diferencia en sentido horizontal 
 
Osmond (1994), reporta que el nivel de NQP es directamente proporcional al nivel 
de estrés en la planta. Cabe aclara que para el caso de  la investigación, los 
resultados no son considerables para inferir un alto nivel de estrés, aunque se hayan 
presentado diferencias estadísticas, debido a que la literatura reporta que este valor 
se puede mover entre cero e infinito, pero normalmente entre 0 y 4.  
 
Pigmentos fotosintéticos Clorofila a (Chl a)  y Clorofila b (Chl b)  
El análisis de varianza permutacional (tabla 7), indica respuestas altamente 
significativas y alta-altamente significativas, entre los tratamientos y el factorial vs 
los testigos; es decir que, probablemente el aumento en la concentración de CO2 
en el ambiente tuvo un efecto importante sobre los contenidos de clorofila (Chl a) y 
(Chl b), lo cual se puede explicar de manera numérica, analizando los contenidos 
de estos pigmentos con respecto a los tratamientos o factores que influyen sobre 
los genotipos, con respecto a los contenidos en los testigos, los cuales no estaban 
bajo el efecto de concentraciones altas de CO2. 
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Tabla 7. Cuadrados medios de los parámetros de clorofila a (Chl a)  y clorofila b 
(Chl b) (µg.ml-1) en los distintos factores, genotipo (G) clon 04 y clon 16, 
concentración de CO2 (C) y tiempo de aplicación (T), medidos al final del 
experimento en la evaluación del efecto de atmosferas enriquecidas de CO2 en dos 
Clones experimentales de Stevia (Clon 04 y Clon 16) 
 
*, ** y ***, diferencia de 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, indicando diferencia significativas entre 
tratamientos al nivel P = 0.05 
 
Este resultado se puede explicar debido a que la clorofila a (Chl a), se puede 
convertir en clorofila b (Chl b), mediante la oxigenación enzimática activada por la 
(Chl a) monoxigenasa (CAO) (Tanaka y Tanaka, 2002). En ocasiones la biosíntesis 
de (Chl a) se puede ver inhibida, en algunos casos la (Chl b)  puede re convertirse 
en (Chl a) vía 7-hidroximetil clorofila a por las enzimas (Chl b) reductasa y 7 
hidroximetil (Chl a) reductasa (Tanaka y Tanaka, 2002). Estos pigmentos son 
esenciales para la conversión de energía. La (Chl a) está asociada a proteínas del 
centro de reacción y a los pigmentos antena del fotosistema I (PSI) y fotosistema II 
(PSII), además esta clorofila junto con la Chl b se asocian a los complejos externos 
cosechadores de energía del PSI y PSII denominados LHCI y LHCII 
respectivamente (Nelson y Yocum, 2006). De acuerdo a la mayoría de las 
investigaciones, la relación entre clorofila (Chl a)  y (Chl b) es de 3:1, los cuales 
varían en función del crecimiento y desarrollo de la planta, del cultivar y de factores 
ambientales (Bojovic y Stojanovic, 2005). 
La tabla 8,9,10 y 11  muestra que la relación entre los contenidos de (Chl a) y (Chl 
b) presentan discrepancia con la relación que debe presentarse según Bojovic y 
FUENTE GL CLOROFILA A CLOROFILA B 
TRATAMIENTOS 9 13677,55*** 294502,22*** 
FACTORIAL (F) 7 883,43 14014,38 
GENOTIPOS (G) 1 104,4 3893,39 
CO2 (C) 1 4357,64 64985,99* 
TIEMPO (T) 1 1342,72 902,66 
INTERACCIÓN G*C 1 70,18 8955,91 
INTERACCIÓN G*T 1 14,58 54,51 
INTERACCIÓN C*T 1 278,34 19192,37 
INTERACCIÓN G*C*T 1 16,15 115,84 
F VS TESTIGOS       
F VS C04-A 1 62038*** 99412** 
F VS C16-A 1 54875,99*** 2453007,33*** 
RESIDUALES 30 1535,4 10777,57 
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Stojanovic (2005); lo anterior probablemente se deba a que hay una inhibición de la 
(Chl a)  y un aumento de la (Chl b)  para captar la mayor cantidad de energía que 
se disipa tanto en forma de fluorescencia y en forma de calor. Se puede apreciar el 
aumento significativo en los contenidos de (Chl b)  en relación al clon 16 (tabla 11), 
lo cual indica que dicho clon está siendo más afectado por la diferencia en las 
concentraciones de CO2 y sus tiempos de aplicación. La relación de los contenidos 
de clorofila (Chl a)  y (Chl b)  para los dos clones indicaría que probablemente estos 
materiales se encontraban bajo una condición de estrés debido a que no cumplen 
con la relación de los contenidos de estos pigmentos para una planta que no se 
encuentra bajo condiciones estrés, la cual puede ser generada por otro factor 
ambiental. 
 
Tabla 8. Comparación de medias Testigo Absoluto (TA) vs grupo de factores que 
intervienen en los tratamientos concentración 800 ppm a una (1H) y dos (2H) horas, 
1200 ppm a una (1H) y dos (2H) horas de inyección, para el C04 en la variable de 
clorofila (Chl a) (µg.ml-1) 
CONTRASTE TA 800 1200 
1h 2h 1h 2h 
669,144 732,0157 702,1175 663,4843 648,2252 
1. TA VS 800, 1H b a 
   
2. TA VS 800, 2H b 
 
a 
  
3. TA VS 1200, 1H a 
  
b 
 
4. TA VS 1200, 2H a 
   
b 
Letras mayúsculas diferentes indicas diferencia en sentido horizontal 
 
 
Tabla 9 Comparación de medias Testigo Absoluto (TA) vs grupo de factores que 
intervienen en los tratamientos concentración 800 ppm a una (1H) y dos (2H) horas, 
1200 ppm a una (1H) y dos (2H) horas de inyección, para el C16 en la variable de 
Clorofila a (µg.ml-1) 
CONTRASTE  TA 800 1200 
1h 2h 1h 2h 
792,0858 686,0974 631,0656 630,6147 584,5381 
1. TA VS 800, 1H a b 
   
2. TA VS 800, 2H a 
 
b 
  
3. TA VS 1200, 1H a 
  
b 
 
4. TA VS 1200, 2H a 
   
b 
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Letras mayúsculas diferentes indicas diferencia en sentido horizontal 
 
Tabla 10. Comparación de medias Testigo Absoluto (TA) vs grupo de factores que 
intervienen en los tratamientos concentración 800 ppm a una (1H) y dos (2H) horas, 
1200 ppm a una (1H) y dos (2H) horas de inyección, para el C04 en la variable de 
Clorofila b (µg.ml-1) 
CONTRASTE  TA 800 1200 
1h 2h 1h 2h 
1357,563 1603,829 1351,835 1319,051 961,4863 
1. TA VS 800, 1H b a 
   
2. TA VS 800, 2H a 
 
b 
  
3. TA VS 1200, 1H a 
  
b 
 
4. TA VS 1200, 2H a 
   
b 
Letras minúsculas diferentes indicas diferencia en sentido horizontal 
 
Tabla 11. Comparación de medias Testigo Absoluto (TA) vs grupo de factores que 
intervienen en los tratamientos concentración 800 ppm a una (1H) y dos (2H) horas, 
1200 ppm a una (1H) y dos (2H) horas de inyección para el C16 en la variable de 
Clorofila b (µg.ml-1) 
CONTRASTE  TA 800 1200 
1h 2h 1h 2h 
564,8482 1540,144 1291,971 1058,975 720,4528 
1. TA VS 800, 1H b a 
   
2. TA VS 800, 2H b 
 
a 
  
3. TA VS 1200, 1H b 
  
a 
 
4. TA VS 1200, 2H b 
   
a 
Letras minúsculas diferentes indicas diferencia en sentido horizontal 
 
Los resultados observados demuestran una reducción en las concentraciones de 
clorofilas, concordarían con los hallazgos de De la Mata (2016), probablemente 
debido a que se presentó una degradación de esos pigmentos fotosintéticos por la 
aceleración en la senescencia en las hojas de Stevia y un posibles desbalance en 
la relación C/N. Adicionalmente, la disminución de Fv´/Fm’ en plantas de Stevia en 
esta investigación, probablemente estuvo acompañada de un fotodaño a los 
fotosistemas, ya que, si la fotosíntesis se reduce por la inactividad de RUBISCO 
ante altas concentraciones de CO2, se esperaría que la energía generada por la 
incidencia de los fotones sobre la antena colectora de luz, continuaría, generando 
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un estrés oxidativo, el cual, a pesar de no haberse cuantificado en el trabajo, pudo 
ser el factor causante del daño causado en la lámina foliar en forma de puntos 
necróticos (figura 9 y 10). 
 
 
Figura 10. Tratamientos correspondientes a la combinación de 800ppm a 1 hora 
 
 
Figura 11. Tratamientos correspondientes a la combinación de 1200ppm a 2 horas 
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1.10 CONCLUSIONES 
 
Las altas concentraciones de CO2 repercuten negativamente sobre las respuestas 
del PSII en la captura y asimilación de energía y consecuente una baja eficiencia 
del PSI. 
En la concentración de 800 ppm a 1 hora no se evidenciaron daños u alteraciones 
en la funcionalidad del PSII. 
A medida que se aumenta tanto el tiempo de inyección como la concentración de 
CO2  se observa un decaimiento en la Fm´. 
La relación de Fv´/Fm´ = 0,767 a concentración de 800 ppm con un periodo de 
inyección de 1, indican que la planta no se encuentra bajo estrés. 
El NQP indica que no hay una disipación excesiva en forma de calor por parte de la 
planta.  
Los contenidos de clorofila se ven afectados negativamente a medida que se 
aumenta a concentración de CO2 con respecto a la concentración ambiente. 
La variación en los contenidos de (Chl a) y (Chl b) para ambos clones sugieren que 
dichas variaciones se atribuyen a factores genéticos, los cuales deben ser 
evaluados para corroborar dicha información.
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CAPITULO III 
DISTRIBUCIÓN DE BIOMASA Y AREA FOLIAR Stevia rebaudiana BERTONI 
SOMETIDA A NIVELES AUMENTADOS DE CO2. 
 
 RESUMEN 
El género Stevia (Stevia rebaudiana Bert), es nativa del Norte de Paraguay, donde 
ha sido utilizada por mucho tiempo por los indígenas nativos en tés y preparaciones 
de alimentos; sus principales propiedades son edulcorante y medicinal. La especie 
cobra un alto valor debido a que contiene glucósidos de diterpeno bajos en calorías, 
cuyo poder edulcorante es más potente que la sacarosa, su contenido puede variar 
dependiendo del genotipo y las condiciones ambientales y de cultivo. El CO2 es 
utilizado por las plantas para hacer fotosíntesis, que es el proceso por el cual las 
plantas producen compuestos orgánicos usados para su crecimiento y desarrollo. 
Aproximadamente, el 40% de la masa seca de las plantas consiste en carbono fijado 
mediante la fotosíntesis. Una elevada concentración de dióxido de carbono durante 
cortos períodos de tiempo, generalmente estimula el crecimiento y la fijación 
fotosintética de carbono. La producción de esta biomasa es de gran interés 
comercial pues esta puede ser aplicada a grandes procesos industriales. El estudio 
se llevó a cabo en las instalaciones de la universidad de Córdoba-Colombia, dicho 
estudio consto de un diseño completamente al azar (AxBxC+2), donde se evaluó el 
efecto del aumento en la concentración de CO2 en la producción de biomasa de dos 
clones experimentales de Stevia, en las variables de masa seca y área foliar. Los 
resultados más relevantes indicaron que un aumento en la concentración de CO2 a 
800 ppm mostro un efecto favorable sobre las variables evaluadas, sobresaliendo 
el clon 16 con 1403,981 cm2 sobre el clon 04 con 1115,682 cm2  para la variable de 
área foliar. El clon 16 presento la mejor respuesta ante el aumento de la 
concentración de CO2 a 800 ppm. El aumento en la concentración a 1200 ppm tuvo 
repercusiones sobre las variables causando una disminución en la acumulación de 
biomasa. 
Palabras claves: producción, acumulación, área foliar, biomasa. 
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ABSTRACT 
The genus Stevia (Stevia rebaudiana Bert), is native to the North of Paraguay, where 
it has been used for a long time by the native Indians in teas and food preparations; 
Its main properties are sweetener and medicinal. The species is highly valued 
because it contains low calorie diterpene glycosides, whose sweetening power is 
more powerful than sucrose, its content may vary depending on the genotype and 
environmental and growing conditions. CO2 is used by plants for photosynthesis, 
which is the process by which plants produce organic compounds used for their 
growth and development. About 40% of the dry mass of plants consists of carbon 
fixed by photosynthesis. A high concentration of carbon dioxide for short periods of 
time generally stimulates growth and photosynthetic carbon fixation. The production 
of this biomass is of great commercial interest as it can be applied to large industrial 
processes. The study was carried out at the facilities of the University of Córdoba-
Colombia, this study consisted of a completely random design (AxBxC+2), where 
the effect of the increase in the concentration of CO2 in the biomass production of 
two experimental clones of Stevia, in the variables of dry mass and leaf area. The 
most relevant results indicated that an increase in the concentration of CO2 to 800 
ppm showed a favorable effect on the variables evaluated, with clone 16 standing 
out with 1403.981 cm2 over clone 04 with 1115.682 cm2 for the leaf area variable. 
Clone 16 presented the best response when the CO2 concentration increased to 800 
ppm. The increase in the concentration to 1200 ppm had repercussions on the 
variables causing a decrease in the accumulation of biomass. 
Keywords: production, accumulation, leaf area, biomass. 
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1.3 INTRODUCCIÓN 
El género Stevia, es exclusivo del continente americano y se distribuye desde el 
sudeste de Estados Unidos hasta Argentina. Estevia (Stevia rebaudiana Bert.), es 
nativa del Norte de Paraguay, donde ha sido utilizada por mucho tiempo por los 
indígenas nativos en tés y preparaciones de alimentos (Dacome et al., 2005); sus 
principales propiedades son edulcorante y medicinal. Stevia (Stevia rebaudiana 
Bert.) es una especie cultivada en varios países debido a su poder edulcorante que 
puede a ser hasta 300 veces más potente que la sacarosa (Jarma, 2008). Sus dos 
principales edulcorantes Esteviósido y Rebaudiósido A, son altamente consumidos, 
no sólo por personas con diabetes o dietas especiales, si no por el cada vez más 
creciente público que consume productos naturales bajos en calorías (Fronza y 
Folegatti, 2003). 
El CO2 es utilizado por las plantas para hacer fotosíntesis, que es el proceso por el 
cual las plantas producen compuestos orgánicos usados para su crecimiento y 
desarrollo. Aproximadamente, el 40% de la masa seca de las plantas consiste en 
carbono fijado mediante la fotosíntesis. Una vez que los productos de la fotosíntesis 
son convertidos en celulosa, se habla de secuestro de carbono (Buckeridge, 2008). 
La producción de esta biomasa es de gran interés comercial pues esta puede ser 
aplicada a grandes procesos industriales. 
Es conocido que el manejo nutrimental de las plantas en la fase de vivero y adultas 
a través de la fertilización con productos de síntesis química y abonos orgánicos es 
determinante en el vigor de la planta y desarrollo radical (Tisdale y Nelson, 2003). 
La absorción de nutrimentos, con beneficios particulares para el acceso de los iones 
que normalmente se difunden con lentitud hacia el interior de las raíces, 
especialmente H2PO4 ̅ y K+ (Marschner, 2011). Otra práctica importante en la 
producción de plantas de crecimiento lento en vivero, es la fertilización  carbónica.  
Investigaciones realizadas  en  brinzales  de  pino  han demostrado  que  la  
fertilización  con  CO2 favorece  el  crecimiento  de  la  planta  en términos  del  
diámetro  del  tallo  y  de  los  meristemos  de  la  semilla  (Landis,  Tinus, McDonald 
y Barnett, 1989).  
El CO2 como materia prima de la vida, se trata de un gas de enorme importancia: 
actualmente es conocido, como decíamos, por su efecto como gas invernadero, que 
contribuye al calentamiento de la atmósfera y al cambio climático. Por ello, el CO2 
está rodeado actualmente de una cierta aura negativa, especialmente cuando es 
mencionado en los medios de comunicación. Pero mucho más importante que su 
efecto como gas invernadero en la atmósfera y su posible contribución al cambio 
climático es que se trata de uno de los dos materias primas, junto con el agua, a 
partir de las cuales las plantas fabrican, en la fotosíntesis, su propia materia, de la 
cual dependen la mayoría de los seres vivos, bien como alimento primario, bien 
como alimento de su alimento: la vida se basa en el carbono, y el CO2 es la fuente 
de este carbono (IRTA-Instituto de Investigación y Tecnología Agroalimentaria, 
2011). En ese contexto es fácil comprender que la exposición de las plantas a 
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ambientes con una elevada concentración de dióxido de carbono durante cortos 
períodos de tiempo, generalmente estimula el crecimiento y la fijación fotosintética 
de carbono. Así, en estudios a corto plazo (inferiores a los 6 meses) en árboles 
expuestos a niveles elevados de CO2 y con diferentes disponibilidades de recursos, 
se ha descrito que la biomasa total incrementa de media un 38% en coníferas y en 
un 63 % en caducifolios (Ceulemans y Mousseau, 1994; Tissue et al., 1997). 
Asimismo, en estudios llevados a cabo a medio y/o a largo plazo se han descrito 
cambios en el tamaño y en las relaciones alométricas (Bazzaz et al., 1993), en la 
cantidad y proporción de biomasa radical (Will and Teskey, 1997). 
 
1.4 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1.4.1 Localización. El presente trabajo de investigación se llevó a cabo en las 
instalaciones de la Facultad de Ciencias Agrícolas de la Universidad de Córdoba, 
ubicada en el municipio de Montería – Córdoba; en las siguientes coordenadas 
geográficas 8° 52´ de latitud norte y 76° 48 según la clasificación de Holdrige (1967), 
con precipitación anual de 1200 mm, temperatura media del aire de 28°C, humedad 
relativa de 84% y brillo solar anual de 2108.2 horas (Jarma, 2010; Palencia et al., 
2006). 
 
1.4.2 Diseño estadístico de la investigación. Al disponer de condiciones de 
suelo y ambientales relativamente homogéneas para el experimento, se utilizó un 
diseño completamente al azar con un arreglo factorial, donde intervienen tres 
factores, dos (2) clones experimentales Stevia rebaudiana Bertoni (C16 y C04) 
(factor A), dos (2) concentraciones de CO2 (800 ppm y 1200 ppm) (factor B)  y dos 
(2) tiempos de aplicación de CO2 (1 hora y 2 horas) (factor C), con cuatro (4) 
repeticiones por tiempo de aplicación para un total de 8 tratamientos. Con un testigo 
adicional por cada clon, el cual se tomó como un tratamiento al momento de análisis 
estadístico quedando un diseño desbalanceado (AxBxC+2) para un total de 10 
tratamiento. Como se muestra en la tabla 1 descrita en el capítulo II 
1.4.3 Trabajo de campo y laboratorio. El trabajo de campo se realizó en los 
invernaderos de la Facultad de Ciencias Agrícolas de la Universidad de Córdoba 
con sede en Montería – Córdoba, durante los meses de noviembre de 2019 a enero 
del año 2020. Para evaluar el efecto de dos (2) concentraciones de CO2 en las 
variables de distribución de biomasa tales como, masa seca de raíz, tallos y hojas, 
de igual manera el efecto sobre el área foliar de Stevia, se utilizaron cuatro (4) 
cámaras elaboradas e impermeabilizadas a gases, el CO2 fue suministrado a partir 
de un cilindro de este mismo gas comprimido. El montaje e inyecciones fueron 
realizadas como se explica en el capítulo II en el apartado de 2.2.5 y 2.2.6 de 
materiales y métodos. 
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1.4.4 Mediciones de biomasa. La unidad de muestro para las variables biomasa 
seca fueron todas las unidades experimentales tanto dentro de las cámaras como 
los testigos. Las mediciones fueron tomadas final del ensayo en campo, Para la 
toma de las variables de se utilizaron los implementos necesarios facilitados por el 
laboratorio de Fisiología vegetal de la Facultad de Ciencias agrícolas, dichos 
implementos fueron, cúter o bisturí, material de empaque y rotulación, balanza 
digital de precisión y estufa de secado. Las muestras fueron diseccionadas en sus 
diferentes órganos, raíz tallo y hojas, fueron empacadas, rotuladas y llevadas a 
estufa de secado a 70° C por 72 horas, fueron pesadas y tabuladas para posterior 
análisis, además se seleccionaron 5 hojas por cada tratamiento para realización de 
registro fotográfico para evaluación visual del efecto del CO2. 
 
1.4.4.1 Variables morfológicas  
• Masa seca: raíz, tallo y hojas  
1.4.5 Mediciones de área foliar. La unidad de muestro para las variables biomasa 
seca fueron todas las unidades experimentales tanto dentro de las cámaras como 
los testigos. Las mediciones fueron tomadas final del ensayo en campo, Para la 
toma de las variables de se utilizaron los implementos necesarios facilitados por el 
laboratorio de Fisiología vegetal de la Facultad de Ciencias agrícolas, dichos 
implementos fueron, cúter o bisturí y un pie de rey digital, para la toma de esta 
variable se seleccionaron 5 hojas por cada repetición por tratamiento, del tercio 
medio de la planta, a dichas hojas se le tomaron medidas  de largo(L) y ancho(W) 
de cada hoja, posterior a la medición por cada repetición se procedió a el conteo de 
todas las hojas de cada planta que correspondía a cada repetición, dichos datos 
fueron tabulados para la estimación de área foliar utilizando la metodología de 
“parámetros biométricos em cuatro genotipos de Stevia”, descrita en una ecuación 
para cada clon de Stevia específicamente (Hernández, 2020). 
Las ecuaciones para cada genotipo fueron:  
Y = 0,2629 + 0,6589 LW + εi (Clon 04) 
Y = 0,1607 + 0,6714 LW + εi (Clon 16) 
1.4.5.1 Variables morfológicas  
• Largo (L), ancho (W) 
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Figura 12 Medición de la variable ancho (W) utilizando un pie de rey digital 
 
 
1.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LA INFORMACION 
En un primer análisis, las variables de biomasa no cumplieron con los supuestos de 
normalidad y homogeneidad de varianza que exige la estadística paramétrica, razón 
por la cual se recurrió a un análisis de varianza permutacional que no exige estos 
supuestos y es más precisa (Anderson, 2001 y Anderson, 2014). En cada variable, 
se realizó un ANAVA con un esquema de 10 tratamientos y esquema factorial, los 
cuales se integraron en un ANAVA para testear los componentes de estructura 
factorial y comparar mediante contrastes, los testigos vs los tratamientos de la 
estructura factorial. Donde se evaluó la significancia de los efectos principales 
(aumento de CO2 por tiempo de aplicación y por clon experimental), así como de la 
interacción. 
  
Los datos fueron procesados con el software estadístico R Studio versión 4.0.2 (R 
Core Team, 2020), mediante un programa de análisis de varianza permutacional 
“permuco” con 2000 permutaciones (Frossard y Renaud, 2018).  
La descomposición del factorial y comparación de medias se hizo mediante 
contrastes ortogonales. 
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1.6 RESULTADOS Y DISCUCIÓN 
 
La técnica del enriquecimiento carbónico, también denominada fertilización 
carbónica, aplicada a los invernaderos dedicados a cultivos hortícolas y/o 
ornamentales y consistente en aumentar el nivel ambiental de CO2 hasta 
aproximadamente doblarlo (700-800ppm), es una técnica agronómica empleada 
desde hace años, particularmente en los países del centro y norte de Europa 
(Mortensen, 1987; Nederhoff, 1988; Baille et al., 1996, Hanan, 1998). Sin embargo, 
en climas suaves mediterráneos como ocurre en la mayor parte de España, es 
necesario mantener los invernaderos abiertos para permitir una correcta ventilación 
natural que permita reducir las elevadas temperaturas, lo cual entra en 
contraposición con la aplicación de CO2 (Montero et al., 2003; Stanghellini et al., 
2007).  Para el caso de estudio al llevar a cabo el experimento en condiciones 
tropicales donde la temperatura juega un papel contraproducente en la investigación 
las inyecciones fueron por periodos cortos para evitar que el factor temperatura 
influyera en gran magnitud en la asimilación de CO2 y su posterior fijación en 
carbono en la planta. En el 2008 se publicó el articulo \Elevated CO2 increases 
photosynthesis, biomass and productivity, and modifies gene expression in 
sugarcane" realizado por investigadores de Brasil que analizaron en un laboratorio 
cual era la máxima eficiencia que se podía obtener de un cultivo al optimizar la 
concentración de dióxido de carbono. En este artículo se encontró que con una 
concentración de 720 ppm y parámetros óptimos de humedad, temperatura y luz 
solar, la caña de azúcar producía 40% más biomasa y 29 más contenido de azúcar 
(De Souza et al., 2008). 
El análisis de varianza permutacional, permite inferir que hubo un efecto de la 
aplicación de los tratamientos y una interacción de los factores sobre la acumulación 
y distribución de biomasa dentro de la especie, además variaciones en el área foliar 
de está, presentando significancias altamente y alta-altamente significativas entre 
las interacciones de los factores y de los testigos vs el factorial tabla 12. 
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Tabla 12. Cuadrados medios de los parámetros  distribución de biomasa masa seca 
de raíz (MSR), masa seca de tallo (MST), masa seca de hojas (MSH), masa seca 
total (MSTOTAL) y área foliar, en los distintos factores, genotipo (G) clon 04 y clon 
16, concentración de CO2 (C) y tiempo de aplicación (T), medidos al final del 
experimento en la evaluación del efecto de atmosferas enriquecidas de CO2 en dos 
Clones experimentales de Stevia (Clon 04 y Clon 16) 
FUENTE GL MSR (G) MST (G) MSH (G) MSTOTAL 
(G) 
AREA 
FOLIAR (CM2) 
TRATAMIENTOS 9 21,9377*** 72,4333*** 33,2888*** 72,6111*** 544206,22*** 
FACTORIAL (F) 7 4,73284 23,56442 7,237 23,56442 388180,03 
GENOTIPOS (G) 1 1,53 13,82 10,4796** 13,82 17810 
CO2 (C) 1 0,72 24,807 2,4415 24,807 720100*** 
TIEMPO (T) 1 16,04*** 1,703 3,7746* 1,703 1224000*** 
INTERACCIÓN G*C 1 3,56* 10,421 6,6291** 10,421 0,224 
INTERACCIÓN G*T 1 0,0099 59,708** 15,2606*** 59,708** 72360** 
INTERACCIÓN C*T 1 10,23*** 0,458 0,2584 0,458 651800*** 
INTERACCIÓN 
G*C*T 
1 1,04 54,034** 11,8152*** 54,034** 31190* 
F VS TESTIGOS             
F VS C04-A 1 16,47*** 0 67,7*** 1,6 238241*** 
F VS C16-A 1 147,8401**
* 
486,949*** 181,241*** 486,949*** 1942354,77*** 
RESIDUALES 30 0,663 6,426666 0,8563333 7,10666667 6328,266667 
*, ** y ***, diferencia de 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, indicando diferencia 
significativas entre tratamientos al nivel P = 0.05 
 
En un ensayo que se desarrolló en 2011, en un clima menos temperado en, las 
instalaciones del ITGA de Navarra (Instituto Técnico y de Gestión Agrícola); En este 
caso se realizó un doble ciclo de cultivo de tomate en invernadero con aplicación de 
fertilización carbónica bajo la supervisión del IRTA, los resultados indicaron que 
hubo un efecto positivo el aumento de las concentraciones de CO2 sobre el 
rendimiento de la especie con 1,9 kg de peso en fruto sin CO2 elevado y 3,9 kg de 
peso en fruto con CO2 elevado en un periodo de tiempo de 15 días después de 
abierta la primera flor en el ciclo del cultivo (Instituto de Investigación y Tecnología 
Agroalimentaria (IRTA), 2011), en otros cultivos como pimentón bajo la misma 
dirección de IRTA se encontraron resultados positivos al aumentar a 700 ppm la 
concentración de CO2 obteniendo un rendimiento 216,33 gramos por peso unitario 
contra el control con un peso de 189,82 gramos de peso unitario del fruto y también 
se presentaron aumento en otros variables influyentes en el peso de dicho fruto 
como largo y ancho de este, aunque cabe aclarar que en otros estudios hay 
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relaciones negativas con respecto a el aumento en las concentraciones de CO2 lo 
cual se puede atribuir a un factor genético de algunas especies. 
Para el caso de estudio siendo el órgano de interés comercial las hojas de Stevia 
se analizaron las interacciones para las variables que contemplan dichos órganos 
como masa seca de hojas y área foliar 
Al descomponer la interacción G*T se observar una diferenciación genética 
afectada por los tiempos de aplicación del CO2 como se observa en la tabla 14 
donde el clon 16 muestra diferencias con respecto al clon 04, presentando mayor 
peso en gramos de hoja seca (11,245 gramos) y clon 04 con 9,115 gramos para el 
tiempo de 1 hora de inyección de CO2, esto se puede analizar desde la perspectiva 
de una mayor fijación de carbono el cual es acumulado en las hojas para el caso de 
nuestro órgano de interés comercial, lo cual se puede corroborar con una menor 
acumulación de masa seca de raíz para los tiempos de una hora a 800 ppm y 1200 
ppm como se muestra en la tabla 13, lo cual indica que probablemente hay una 
acumulación de fotoasimilados a otros órganos de la planta. Para el tiempo de 
inyección de 2 horas no se presentaron diferencias entre los genotipos, por ende el 
aumento en el tiempo de aplicación es indirectamente proporcional a la acumulación 
de masa seca para el órgano de interés presentando una disminución notable, esta 
relación, se puede deber probablemente a que la planta está bajo un estrés y hace 
una re-traslocación de fotoasimilados a órganos de reserva como raíz y tallos. 
 
Tabla 13. Comparación de medias de la interacción concentración de CO2 (C)  
tiempo de aplicación de 1 y 2 horas (T) para la variable de masa seca de raíz MSR 
(g) 
CONTRASTE CO2 
TIEMPO 800 1200 
1 6,224bA 4,912bB 
2 8,92aA 5,345aB 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias en sentido vertical, letras mayúsculas diferentes 
indicas diferencia en sentido horizontal 
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Tabla 14. Comparación de medias de la interacción Genotipo clon 04 y clon 16 (G)  
tiempo  de inyección de 1 y 2 horas (T) para la variable de masa seca de hojas 
MSH (g) 
CONTRASTE TIEMPO 
GENOTIPO 1 2 
CLON 04 9,115aB 5,680bA 
CLON 16 11,245aA 5,878bA 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias en sentido horizontal, letras mayúsculas diferentes 
indicas diferencia en sentido vertical 
 
Como podemos observar en la tabla 15, al analizar la interacción de manera vertical, 
el clon 16 presenta diferencias estadísticas con respecto al clon 04, presentando  el 
clon 16 mayor área foliar con 1277,213 cm2 y clon 04 864,562 cm2 lo cual nos 
sugiere que tiempos de aplicación de 1 hora produce un incremento en el área foliar, 
mientras que al analizar de manera horizontal se puede apreciar que al aumentar el 
tiempo de aplicación hay una disminución en el área foliar par ambos clones, dichas 
relaciones se ajustan a las expuestas en la variable de masa seca de hojas en la 
tabla 14.  
  
Tabla 15. Comparación de medias de la interacción Genotipo clon 04 y clon 16 (G)  
tiempo de inyección de 1 y 2 horas (T) para la variable de área foliar (cm2) 
CONTRASTE TIEMPO 
GENOTIPO 1 2 
CLON 04 864,562aB 469,717bA 
CLON 16 1277,213aA 536,906bA 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias en sentido horizontal, letras mayúsculas diferentes 
indicas diferencia en sentido vertical 
 
Dichos resultados se ajustan a lo dicho por Bazzaz et al., (1993) en estudios 
llevados a cabo a medio y/o a largo plazo se  describen cambios en el tamaño y en 
las relaciones alométricas cuando las plantas son sometidas a un aumento en la 
concentración de CO2. Para la concentración de 800 ppm a 1 hora de inyección 
como se muestra en la tabla 16 interacción C*T, donde se observan diferencias 
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estadísticas de manera vertical siendo mayor el área foliar (1259,831 cm2) con 
respeto al tiempo de 2 horas con la misma concentración (406,811 cm2), también 
se presentan diferencias entre las concentraciones, demostrando que a medida que 
aumentamos la concentración de CO2 y el tiempo de aplicación se presenta una 
disminución en el área foliar de la planta, dicha disminución se debe probablemente 
a una re-traslocación de fotoasimilados a otras órganos de la planta como reserva, 
dichos datos se ajustan o son similares a los que se muestran en la interacción G*T 
tabla 14, este comportamiento es similar al reportado por Sanchez et al., (2000), 
cuyos resultados indican que el área foliar del maíz, especie C4, evaluada 80 dds, 
no fue afectada por la alta concentración de CO2 (T-CO2); en contraste el frijol, 
especie C3, mostró incrementos en el área foliar bajo esta condición, de 19 % en la 
primera fecha y de 25 % en la segunda, aunque tales incrementos no fueron 
significativos (p<0.05) y semejante a lo señalado en soya (Glycine max L.) (Lawlor 
y Mitchell, 1991) 
 
Tabla 16. Comparación de medias de la interacción concentración de CO2 (C)  
tiempo de inyección de 1 y 2 horas (T) para la variable de área foliar (cm2) 
CONTRASTE CO2 
TIEMPO 800 1200 
1 1259,831aA 881,945aB 
2 406,811bB 599,8117bA 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias en sentido vertical, letras mayúsculas diferentes 
indicas diferencia en sentido horizontal 
 
Tabla 17 Comparación de medias Testigo Absoluto (TA) vs grupo de factores que 
intervienen en los tratamientos concentración 800 ppm a una (1H) y dos (2H) 
horas, 1200 ppm a una (1H) y dos (2H) horas de inyección, para el C04 en la 
variable masa seca de hojas (g) 
CONTRASTE TA 800 1200 
1h 2h 1h 2h 
8,04375 9,945 7,905 8,286667 3,456667 
1. TA VS 800, 1H b a 
   
2. TA VS 800, 2H a 
 
b 
  
3. TA VS 1200, 1H b 
  
a 
 
4. TA VS 1200, 2H a 
   
b 
Letras minúsculas diferentes indicas diferencia en sentido horizontal 
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Tabla 18 Comparación de medias Testigo Absoluto (TA) vs grupo de factores que 
intervienen en los tratamientos concentración 800 ppm a una (1H) y dos (2H) horas, 
1200 ppm a una (1H) y dos (2H) horas de inyección, para el C16 en la variable masa 
seca de hojas (g) 
CONTRASTE TA 800 1200 
1h 2h 1h 2h 
12,325 12,52278 6,12 9,968333 5,636667 
1. TA VS 800, 1H b a 
   
2. TA VS 800, 2H a 
 
b 
  
3. TA VS 1200, 1H a 
  
b 
 
4. TA VS 1200, 2H a 
   
b 
Letras minúsculas diferentes indicas diferencia en sentido horizontal 
 
Analizando el contraste entre los testigos y los tratamientos correspondientes a cada 
clon se parecían diferencias estadísticas entre cada testigo y los tratamientos, 
observando que para la acumulación de masa seca la concentración de 800 ppm 
durante un periodo de 1 hora inyección causa un aumento en la acumulación de 
masa seca en cada material evaluado superando al testigo, esto afirma que el 
aumento en la concentración de CO2 repercute de manera favorable sobre la 
especie bajo condiciones tropicales, mientras que a medida que se aumenta la 
concentración de CO2 a 1200 ppm se presenta una disminución en la acumulación 
de masa seca de hojas con respecto al testigo como se observan en las tablas 17 y 
18, dichos valores se ajustan de igual manera a los obtenido en la comparación de 
medias para la variable de área foliar para cada testigo vs cada tratamiento donde 
observamos el mismo comportamiento, donde la concentración de 800 ppm a una 
1 de inyección presenta los mejores valores en ambos clones, sobresaliendo el clon 
16 con 1403,981 cm2 sobre el clon 04 con 1115,682 cm2 como se muestran en las 
tablas 19 y 20, dichas diferencias se le pueden atribuir a la diferencia genética entre 
clones, siendo el clon 16 más eficiente en la asimilación de CO2 y transformación 
de este a biomasa y acumulación en el órgano de interés. Destacando que a medida 
que se aumenta la concentración de CO2 y el tiempo de inyección repercute 
negativamente sobre el área foliar presentando una disminución de esta con 
respecto al testigo en base a cada clon y cada tratamiento diferencial de cada clon. 
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Tabla 19. Comparación de medias Testigo Absoluto (TA) vs grupo de factores que 
intervienen en los tratamientos concentración 800 ppm a una (1H) y dos (2H) 
horas, 1200 ppm a una (1H) y dos (2H) horas de inyección, para el C04 en la 
variable área foliar (cm2) 
CONTRASTE TA 800 1200 
1h 2h 1h 2h 
1102,091 1115,682 497,8344 613,444 441,6003 
1. TA VS 800, 1H b a 
   
2. TA VS 800, 2H a 
 
b 
  
3. TA VS 1200, 1H a 
  
b 
 
4. TA VS 1200, 2H a 
   
b 
Letras minúsculas diferentes indicas diferencia en sentido horizontal 
 
Tabla 20. Comparación de medias Testigo Absoluto (TA) vs grupo de factores que 
intervienen en los tratamientos concentración 800 ppm a una (1H) y dos (2H) 
horas, 1200 ppm a una (1H) y dos (2H) horas de inyección, para el C16  en la 
variable área foliar (cm2) 
CONTRASTE TA 800 1200 
1h 2h 1h 2h 
564,8482 1403,981 315,7892 1150,447 758,0233 
1. TA VS 800, 1H b a 
   
2. TA VS 800, 2H a 
 
b 
  
3. TA VS 1200, 1H b 
  
a 
 
4. TA VS 1200, 2H b 
   
a 
Letras mayúsculas diferentes indican diferencia en sentido horizontal. 
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1.7 CONCLUSIONES 
El incremento en la concentración de CO2 atmosférico a 800 ppm y 1200 ppm 
presentas diferencias significativas tanto en concentración como en tiempos de 
aplicación de manera general. 
El conjunto de factores de 800 ppm a 1 hora de inyección de CO2, reflejo un 
incremento en la biomasa de las hojas diferencial para cada clon, de igual manera 
esta relación se mantiene para la relación de área foliar con respecto a el incremento 
de la concentración de CO2 a 800 ppm siendo el tiempo de aplicación de 1 hora 
favorable para el incremento de este paramento. 
El clon 16 presento los mejores valores en la variables de MSR, MSH y AREA 
FOLIAR, los cual nos propone que este material es el más optimo o presenta mejor 
adaptación a las condiciones de atmosferas enriquecidas con CO2. 
El aumento en la concentración de CO2 llevada a 1200 ppm tuvo repercusiones 
sobre las variables evaluadas, del mismo modo el aumento del tiempo de aplicación 
tanto en 800 ppm como en 1200 ppm. 
En aumento en la concentración de CO2 promueve un crecimiento en la 
acumulación de biomasa y área foliar para la especie, lo cual se convierte en una 
herramienta tecnología para aumentar el rendimiento en la producción de Stevia. 
Cabe aclarar que se requieres de estudios más profundos sobre la fisiología y su 
respuesta en otras variables y también la mejora en la tecnología aplicada para el 
desarrollo de procesos de inyección de CO2.  
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DISCUSION GENERAL 
 
La fisiología de la planta de Stevia se ve afectada  por el CO2 elevado, debido a que 
probablemente se presenta una alteración en los procesos fisiológicos de la planta, 
esto concuerda con lo expresado por Herrera et al., (2001), que someter a las 
plantas a un incremento abrupto de la concentración CO2 desde los valores actuales 
hasta el doble o más del valor predicho para mediados del siglo XXI puede no 
reflejar la capacidad de respuesta fisiológica y anatómica de las plantas a un 
aumento gradual de la concentración CO2 atmosférica,  lo cual conlleva a una baja 
eficiencia en la síntesis de fotoasimilados. Sarkey et al., (2007) indica que La 
velocidad de asimilación de CO2 está determinada por procesos biofísicos, dentro 
de los que se incluyen el transporte del CO2 a través de la hoja y los estomas, así 
como por procesos bioquímicos y metabólicos, que se producen en las membranas 
de los tilacoides y en el estroma del cloroplasto, en las mitocondrias y en el citosol 
de la célula. 
Los efectos contraproducentes del aumento en la concentración de CO2 para las 
variables evaluadas, haciendo énfasis en la fluorescencia de la clorofila, la cual 
indica el estado fisiológico de la planta; el descenso de Fv’/Fm’ provocado por el 
CO2 elevado, se deba probablemente a una disminución en el contenido de N, lo 
cual concuerda con Gutiérrez del Pozo (2010) que indica que una disminución 
Fv’/Fm’ se debe a una baja dosis de nitrógeno, esta disminución se puede atribuir a 
la baja disponibilidad presentada en el sustrato a través del tiempo ya que el espacio 
de crecimiento radicular estaba limitado.  
Las concentraciones bajas de CO2 las reacciones de regeneración de la  ribulosa-
1,5-bisfosfato (RuBP) del ciclo de Calvin son más rápidas que su carboxilación por 
parte de Rubisco y la fotosíntesis estará limitada por la disponibilidad de CO2 o por 
Rubisco (Long, 1991; Long et al., 2004). Al llevar la planta a un estado de saturación 
por CO2, esta puede afectar este proceso; un incremento del CO2 hace que aumente 
la velocidad de fijación, porque la Rubisco tiene afinidad por el CO2,  al incrementa 
la proporción de CO2 respecto al O2, estimula la reacción de carboxilación sobre la 
oxigenación y disminuye la pérdida de carbono por fotorrespiración (Long, 1991; 
Stitt, 1991; Stitt & Krapp, 1999; Long et al., 2004), pero un aumento progresivo en 
la concentración de CO2, puede generar un amento en la velocidad de carboxilación, 
pero esta no es igual a la velocidad de regeneración de la RuBP, el CO2 elevado 
también afecta la formación de triosas fosfato (TP) esta se acelera la formación de 
TP, y si la planta no es capaz de aumentar al mismo ritmo la síntesis de sacarosa, 
su exportación o acumulación como almidón, el fosfato no se recicla a igual 
velocidad que la fijación de carbono y se acumulan dichos intermediarios 
fosforilados (Wolfe et al., 1998; Paul & Foyer, 2001).  
El caso de estudio mostro resultados positivos para la concentración de 800 ppm, 
aunque se precisa que las plantas C3 se saturan con concentraciones en torno a 
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600 ppm de CO2 (Long et al., 2004; Lawlor, 2005). El efecto  negativo causado por 
el aumento en la concentración de CO2 a 1200 ppm, como se puede apreciar en 
las variables evaluadas tanto de fluorescencia de la clorofila y distribución de 
biomasa indica que las plantas que crecen continuamente con CO2 elevado, tienen 
lugar cambios bioquímicos, fisiológicos y hasta estructurales que disminuyen la 
capacidad fotosintética de la hoja, así que los incrementos iniciales de la fotosintesis 
que provoca el CO2 elevado no suelen mantenerse  cuando pasan semanas o 
meses (Wolfe et al., 1998; Stitt & Krapp, 1999). Este fenómeno se conoce como 
aclimatación a largo plazo de la fotosíntesis (Drake et al., 1997), hasta el punto en 
que el CO2 elevado causa un daño o alteración en el PS de la planta, conllevando 
a una disminución en la producción de biomasa. Probablemente el efecto de la 
aclimatación indica que el CO2 elevado provocó una regulación negativa o 
disminución de la capacidad fotosintética, de acuerdo con estudios precedentes 
(Stitt, 1991; Sage, 1994; Drake et al., 1997; Stitt & Krapp, 1999; Martínez-Carrasco 
et al., 2005). También redujo la Chl a, como se ha documentado ampliamente 
(Drake et al., 1997). Dicho efecto se debe casi enteramente a la disminución de la 
actividad Rubisco (Rogers & Humphries 2000), siendo esta una de las limitantes en 
la asimilación de CO2 por la planta. 
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CONCLUSIONES  GENERALES 
 
El aumento en la concentración de CO2 tiene efectos positivos y negativos sobre la 
fisiología de plantas de Stevia 
La concentración de 800 ppm con un periodo de inyección de 1 hora mostro los 
mejores resultados para las variables evaluadas. 
El aumento en la concentración de CO2 a 1200 ppm repercute negativamente sobre 
la fisiología de la planta. 
Los resultados indican diferencias atribuidas a la genética de los materiales 
utilizados, siendo el clon 16 más eficiente de acuerdo a las variables de MSH y área 
foliar, siendo el órgano de interés las hojas de Stevia 
La práctica de nutrición carbónica es óptima para el aumentó en rendimiento en la 
producción de especie vegetales. 
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ANEXOS  
 
Anexo A. Anava de varianza permutacional después variable Fm´ 
 
Anexo B. Anava de varianza permutacional después variable Fv´ y Fv/Fm 
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Anexo C. Anava de varianza permutacional después variable  Fv´/Fm´ y NQP 
 
 
Anexo D. Anava de varianza permutacional antes variable Fm´ 
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Anexo E. Anava de varianza permutacional antes variable Fv´ y Fv/Fm 
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Anexo F. Anava de varianza permutacional antes variable NQP y clorofila a (Chl a) 
 
96 
 
 
Anexo G. Anava de varianza permutacional antes variable clorofila b (Chl b) y área 
foliar 
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Anexo H. Anava de varianza permutacional antes variable masa seca de raíz y tallo 
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Anexo I. Anava de varianza permutacional antes variable masa seca de hojas y 
masa seca total 
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Anexo J. Daños en el órgano foliar causado por las altas concentraciones de CO2 en 
los diferentes tratamientos. 
 
 
 
 
